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IZVLEČEK 
Uvod: Bisfenoli se ob razgradnji plastičnih proizvodov sproščajo v odpadno vodo, zato je 
učinkovito čiščenje odpadne vode ključno za zmanjšanje emisij bisfenolov v okolje. 
Alternativa konvencionalnim biološkim čistilnim napravam so algne tehnologije, ki 
podpirajo sonaravni trajnostni razvoj in imajo sposobnost odstranjevanja različnih 
onesnaževal iz odpadne vode. Namen: Želeli smo ugotoviti vpliv mešanice bisfenolov na 
rast Chlorelle vulgaris v avtotrofnih in miksotrofnih pogojih, učinkovitost odstranjevanja 
bisfenolov z algami v monokulturi in kokulturi z bakterijami ter z vzpostavljanjem kokultur 
povečati biomaso alg, da bi dosegli večjo učinkovitost odstranjevanja bisfenolov iz vodnega 
medija. Metode dela: Poskuse smo izvajali v laboratorijskih algnih bioreaktorjih. Rast 
mikroalg smo vrednotili na podlagi sprememb koncentracije klorofila a, ki smo ga 
ekstrahirali iz algnih celic. Bakterije smo osamili iz aktivnega blata čistilne naprave 
Ajdovščina in algnega bazena z metodo cik-cak razmazov vzorcev na trdnih gojiščih. 
Vzpostavili smo kokulture z različnimi razmerji med številom celic alg in bakterij. Analizo 
učinkovitosti odstranjevanja bisfenolov s plinsko kromatografijo z masno spektrometrijo je 
za nas izvajal Inštitut Jožef Stefan. V poskusih smo uporabili mešanico 17 bisfenolov, 
koncentracija vsakega je bila 1 µg/L. Rezultati: Bisfenoli niso imeli statistično značilnega 
vpliva na tvorbo klorofila a v celicah mikroalg. C. vulgaris v kokulturah z bakterijami ni 
dosegla višjih koncentracij klorofila a kot v monokulturi. Na hitrost rasti alg v kokulturah je 
najverjetneje vplivala glukoza v rastnem mediju (miksotrofni metabolizem) in ne pozitiven 
vpliv bakterij. Statistično značilne razlike v učinkovitosti odstranjevanja bisfenolov med 
različnimi načini kultivacije C. vulgaris smo opazili pri 9 bisfenolih. Pri teh so bile večinoma 
najbolj učinkovite mikroalge v monokulturi v miksotrofnih pogojih. Učinkovitost 
odstranjevanja bisfenolov z algami je bila bolj povezana z vrednostjo logKow posameznih 
bisfenolov kot z načinom gojenja alg (tj. monokultura, kokultura, tip metabolizma). 
Razprava in zaključek: Rezultati kažejo, da bisfenoli v koncentracijah, značilnih za 
komunalno odpadno vodo, ne inhibirajo rasti C. vulgaris in da imajo mikroalge potencial za 
čiščenje bisfenolov iz vodnega medija. V tem se kaže relevantnost te raziskave, zato bi jo v 
prihodnje lahko razširili v obsežnejšo aplikativno raziskavo. 





Introduction: Bisphenols are released into wastewater during decomposition of plastic 
products, therefore effective wastewater treatment is the key to reducing bisphenol emissions 
into the environment. An alternative to conventional biological treatment plants are algae 
technologies, which support sustainable development and have the ability to remove various 
pollutants from wastewater. Purpose: We wanted to determine the effect of a bisphenol 
mixture on Chlorella vulgaris growth under autotrophic and mixotrophic conditions, as well 
as the efficiency of bisphenol removal by algae in monoculture and coculture with bacteria. 
We also wanted to increase algal biomass by establishing cocultures with bacteria and 
achieve greater efficiency of bisphenol removal from the aqueous medium. Methods: The 
experiments were conducted in laboratory algal bioreactors. The growth of microalgae was 
evaluated on the basis of changes in the concentration of chlorophyll a, which was extracted 
from algal cells. Bacteria were isolated from the activated sludge of the wastewater treatment 
plant Ajdovščina and the algal pond using the method of smearing the samples in a zig-zag 
pattern on solid agar. We established cocultures with different ratios of algal and bacterial 
cell counts. The analysis of the efficiency of bisphenol removal by gas chromatography–
mass spectrometry was carried out for us by the Jožef Stefan Institute. A mixture of 17 
bisphenols was used in the experiments, the concentration of each being 1 µg/L. Results: 
There was no statistically significant effect of bisphenols on chlorophyll a formation in 
microalgae cells. C. vulgaris did not achieve higher chlorophill a concentrations in coculture 
with bacteria comparing to monoculture. The growth rate of algae in cocultures was most 
likely influenced by glucose in the growth medium (mixotrophic metabolism) rather than 
the positive influence of bacteria. Statistically significant differences in bisphenol removal 
efficiency between different C. vulgaris cultivation methods were noticed in 9 bisphenols. 
Among these, microalgae were the most effective in monoculture under mixotrophic 
conditions. The efficiency of bisphenol removal by algae was more related to the logKow 
value of individual bisphenols than to the method of algal cultivation (i.e. monoculture, 
coculture, type of metabolism). Discussion and conclusion: The results show that 
bisphenols do not inhibit the growth of C. vulgaris at concentrations typical of municipal 
wastewater and that microalgae have the potential to remove bisphenols from the aqueous 
medium. This shows the relevance of this research, so it could be extended to applied 
research in the future. 
Keywords: Chlorella vulgaris, bisphenol removal, coculture, autotrophic conditions, 
mixotrophic conditions  
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
AB Aktivno blato 
AC Avtoklaviran centrat odpadne vode 
AT Algne tehnologije 
BBM Bold's Basal medij  
BP26DM Bisfenol 26DM 
BPA Bisfenol A 
BPAF Bisfenol AF 
BPAP Bisfenol AP 
BPB Bisfenol B 
BPC Bisfenol C 
BPE Bisfenol E 
BPF Bisfenol F 
BPFL Bisfenol FL 
BPM Bisfenol M 
BPP Bisfenol P 
BPPH Bisfenol PH 
BPs Bisfenoli  
BPS Bisfenol S 
BPZ Bisfenol Z 
ČN Čistilna naprava 
IJS Inštitut Jožef Stefan  
IOV Industrijska odpadna voda 
KOV Komunalna odpadna voda 
KPK Kemijska potreba po kisiku 
NA (angl.: Nutrient Agar, hranljivo trdno gojišče) 
NB (angl.:Nutrient Broth, hranljivo tekoče gojišče) 
NP Nonilfenol 
OV Odpadna voda 
RC Surov centrat odpadne vode (prisotne bakterije) 
TDN Celokupni raztopljeni dušik 
TDP Celokupni raztopljeni fosfor 
TN Celokupni dušik 






Globalna proizvodnja plastike narašča že več kot 50 let. Široka uporabnost in razmeroma 
nizke cene plastičnih materialov so pripeljali do naraščanja potreb po izdelkih iz plastike. 
Evropa in države nekdanje Sovjetske zveze predstavljajo 22,9 % globalne proizvodnje 
plastike (Gourmelon, 2015). V Evropi letno proizvedemo 58 milijonov ton plastičnih 
odpadkov. Slovenija je po podatkih Statističnega urada v letu 2016 proizvedla 59 000 ton 
plastičnih odpadkov, kar je v primerjavi z letom 2015 19 % manj, vendar je proizvodnja 
plastike narastla za 20 % glede na leto 2015 (Statistični urad RS, 2018). Plastika je 
proizvedena iz polimerov, ki so pridobljeni iz olj, naravnega plina in rastlin, kot sta npr. 
koruza in sladkorni trs (Gourmelon, 2015). Pomembna snov v plastiki so bisfenoli (BPs), 
med katerimi je najpogostejši bisfenol A (BPA). BPA je kemijska spojina, ki se je široko 
uporabljala v proizvodnji sintetičnih polimerov in termo papirja (uporablja se za tisk 
računov) ter proizvodov za vsakodnevno uporabo, npr. v plastični embalaži, materialih, ki 
imajo stik z živili, papirju, plastičnih igračah, elektronski opremi ipd. Potrošniki so 
izpostavljeni BPA preko hrane, pitne vode, vdihavanja in stika s kožo (Markis et al., 2013; 
Geens et al., 2009, He et al., 2009). BPA so zaznali npr. v vzorcih urina (Calafat et al., 2008), 
serumu, plazmi, slini, materinem mleku in semenski tekočini (Vandenberg et al., 2007). BPA 
spada med snovi, ki motijo delovanje endokrinega sistema, t.i. hormonski motilci. Zaradi 
naraščajoče zaskrbljenosti glede varne uporabe BPA oz. zdravstvenega tveganja v povezavi 
z BPA so v več državah zaostrili zakonodajo v zvezi z njegovo uporabo (Noszczynska, 
Seget, 2018). V industriji plastičnih materialov so proizvajalci pričeli BPA v proizvodih 
nadomeščati z drugimi snovmi, ki pa so strukturno podobne BPA (zamenjave), zato 
zaskrbljenost v zvezi z onesnaženjem z BPs ostaja (Usman, 2016; Michalowicz, 2014). 
Posledica široke uporabe BPs in razgradnje plastičnih proizvodov je sproščanje BPs in 
podobnih mikroonesnaževal v različne predele okolja, kar povečuje tveganje tako za okolje, 
kot za zdravje človeka. BPA se sprošča v odpadno vodo (OV) iz plastičnih materialov tekom 
proizvodnje, obdelave, predelave in hidrolize BPA polimerov (Michalowicz, 2014; Rathee 
et al., 2012). BPs se pojavljajo v odpadni vodi v razponu koncentracij, ki so pod mejo 
detekcije, do koncentracij 6 µg/L (Xue in Kannan, 2019; Česen et al., 2018; Thomas et al., 
2013). Konvencionalne biološke čistilne naprave (ČN) niso zasnovane na način, ki bi 
omogočal odstranjevanje BPA iz vode (Mohapatra et al., 2011), saj zakonodaja tega ne 
predpisuje (Uredba RS, št. 98/15, 76/17 in 81/19; Uredba RS, št. 64/12, 64/14 in 98/15). 
Učinkovito čiščenje OV je ključno za zmanjšanje emisij teh snovi v okolje, zato obstaja 
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potreba po razvoju inovativnih tehnologij s sposobnostjo odstranjevanja mikroonesnaževal 
(kot npr. BPs) iz vode (Škufca, 2018). Potencial za uspešno odstranjevanje organskih in 
neorganskih onesnaževal iz odpadne vode kaže fitoremediacija z algami (Ji et al., 2014). 
Algne tehnologije (AT) so lahko z uporabo sončne energije tudi podpora principom 
krožnega gospodarstva in prilagajanju podnebnim spremembam (Škufca, 2018). Za 
delovanje algnih bazenov so namreč potrebni nizki energijski vložki (Norvill et al., 2016), 
prednost pa se kaže tudi v žetju algne biomase, ki bi jo morda lahko uporabili za hrano/krmo, 
gnojilo ali proizvodnjo biogoriva, če ne vsebuje zdravju in okolju škodljivih snovi. Z 
odstranjevanjem hranil iz vode bi pridobili prečiščen iztok, ki bi ga lahko uporabili v 
kmetijstvu za potrebe namakanja (Matamoros et al., 2015). AT so predmet mnogih raziskav 
(Norvill et al., 2016; Eio et al., 2015; Ji et al., 2014), vendar pa vpliv mešanice BPA in 
njegovih zamenjav na delovanje AT še ni raziskan. Znanje na tem področju je osnova za 
uporabo AT z namenom odstranjevanja hormonskih motilcev iz OV (Škufca, 2018). 
Pomembna pot odstranjevanja BPs iz vode z algami je bioakumulacija v celicah (Ji et al., 
2014), zato je v AT smotrno povečati proizvodnjo biomase alg. Eden izmed učinkovitih 
načinov za povečanje algne biomase je tudi vzpostavljanje kokultur z bakterijami (Ji et al., 
2018). V magistrskem delu smo se tako najprej ukvarjali s spremljanjem rasti alg v 
prisotnosti mešanice BPs, da bi ugotovili, če je sistem v takšnih razmerah stabilen. Pri tem 
smo spremljali tudi učinkovitost odstranjevanja BPs iz vodnega medija. Kot način povečanja 
algne biomase smo preizkusili kokulture med algami in bakterijami iz aktivnega blata (AB) 
oz. algnega bazena, saj bi se med njimi lahko vzpostavil simbiotski odnos, kar bi lahko 




 Teoretična izhodišča 
 Značilnosti bisfenolov  
Podatki kažejo, da večina BPs spada med endokrine motilce. Za vretenčarje so citotoksični, 
nevrotoksični, genotoksični in toksični za reprodukcijo. V proizvodnji materialov so široko 
uporabljeni, posledica tega pa je njihova vseprisotnost v ekosistemih (Noszczynska, Seget, 
2018). Vedenje o izpostavljenosti ljudi BPs in usodi BPs v okolju je pomanjkljivo. Tudi 
fizikalno-kemijske značilnosti BPs v splošnem niso dobro poznane, kljub temu pa lahko na 
podlagi hidrofobnosti (vrednosti log Kow) vidimo njihovo raznolikost (Wang et al., 2017a; 
Chen et al., 2016). Kow je porazdelitveni koeficient med n-oktanolom in vodo in je tako 
merilo za hidrofobnost snovi. Določen je kot razmerje med koncentracijo snovi v n-oktanolu 
in koncentracijo v vodi (ARSO – Agencija RS za okolje, 2016). Vrednosti Kow so brez enot 
in običajno izražene kot log Kow. Gre za parameter, na podlagi katerega predvidevamo o 
porazdelitvi snovi v različnih predelih okolja (ChemSafetyPRO, 2019). Hidrofobnost snovi 
glede na vrednost log Kow določimo po naslednjem kriteriju (ARSO, 2016): 
 log Kow  < 3: Malo hidrofobna snov, mobilna v tleh in dobro topna v vodi ter v njej 
tudi prisotna, če ni razgradljiva. 
 log Kow = 3: Srednje hidrofobna snov, ki je prisotna v vodi in v tleh, če ni 
razgradljiva. V tleh je takšna snov srednje mobilna.  
 log Kow = 4: Hidrofobna snov, ki se večinoma veže na tla ali sediment, deloma pa je 
lahko prisotna v vodi. V tleh ima majhno mobilnost, značilna je tudi bioakumulacija. 
 log Kow = 5,5: Zelo hidrofobna snov, ki je v vodi praktično ne najdemo. Porazdeli se 
v tla oz. sediment, kjer ni mobilna. Značilna je bioakumulacija v organizmih. 
BPs imajo vrednosti log Kow od 1,65 do 7,17. To pomeni, da nekateri prevladujejo v vodni 
fazi, medtem ko se drugi raje vežejo na sediment ali se akumulirajo v bioloških tkivih (Wang 
et al., 2017a; Chen et al., 2016).  
 Tveganja, povezana z uporabo BPA 
V okolju se najpogosteje zazna BPA, pogosto pa so prisotni tudi bisfenol AF (BPAF), 
bisfenol F (BPF) in bisfenol S (BPS) (Noszczynska, Seget, 2018). Viri industrijskih izpustov 
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BPA v okolje so verjetno OV, ostanki pranja in hlapi, ki nastanejo tekom proizvodnje in 
predelave plastičnih proizvodov, ter prah, ki uhaja v okolje pri ravnanju s temi proizvodi. 
Industrijska odpadna voda (IOV) in komunalna odpadna voda (KOV) s svojimi iztoki 
onesnažujeta površinske vodotoke in druga vodna telesa, saj zasnova večine sedanjih 
komunalnih ČN ne omogoča odstranjevanja BPA iz odpadne vode. BPA lahko pride v okolje 
preko fizikalnih in kemijskih razpadov med postopki čiščenja in recikliranja znotraj 
komunalnih ČN (Mohapatra, 2011).  
BPA je sestavljen iz dveh metilnih funkcionalnih skupin, ki ju povezujeta dva nenasičena 
fenolna obroča (Slika 1) (Noszczynska, Seget, 2018). 
 
Slika 1: Kemijska struktura bisfenola A (vir: Michalowicz, 2014) 
BPA se uporablja v proizvodnji obstojnih in na vročino odpornih posod za hrano, 
vodovodnih pip, športne varnostne opreme, zaščitnih in korekcijskih očal ter leč, medicinske 
opreme, termo papirja, igrač, diskov ipd. (Björnsdotter et al., 2017). Polimeri iz BPA lahko 
hidrolizirajo pri visokih temperaturah, v kislem ali alkalnem mediju ter se sproščajo v vodo 
in v vsebine posod za hrano ter otroških stekleničk (Chouhan et al., 2014). Dokazano je, da 
BPA ni le kemikalija, ki moti delovanje endokrinega sistema, ampak povzroča oksidativni 
stres in posledično škodo za človeške celice. Poleg tega BPA moti delovanje centrosomov 
in organizacijo mikrotubulov, kar kaže na širok spekter kancerogenih učinkov (Ho et al., 
2017). Izpostavljenost BPA v zgodnjem življenjskem obdobju vodi do povečane dovzetnosti 
za razvoj raka dojke in prostate (Seachrist et al., 2016). Obstajajo predvidevanja, da lahko 
BPA vpliva na imunsko aktivnost, prispeva k razvoju debelosti in kaže mutageno delovanje 
na evkariontske celice (Michalowicz, 2014). Posebno škodljiv je za plod in dojenčke oz. 
majhne otroke zaradi pomanjkanja signalov, ki uravnavajo aktivnost, sintezo in izločanje 
hormonov (Braun et al., 2009). Izpostavljenost BPA v otroštvu so povezali z visoko stopnjo 




V vodnih ekosistemih se onesnaževala hitro širijo. Globalni nivo BPA v večini vodnih okolij 
je nižji od 1 µg/L, vendar BPA povzroča škodljive učinke pri vodnih organizmih tudi pri 
koncentracijah, ki so nižje od 1 µg/L. Zaznavanje in odstranjevanje BPA do netoksičnih 
ravni je torej glavna skrb uravnavanja kakovosti vode (Wang et al., 2017a). 
 Tveganja, povezana z uporabo zamenjav bisfenola A 
Glavne zamenjave BPA v proizvodnji polikarbonatne plastike in epoksi smol so BPF, BPS 
in BPAF (Slika 2). Poznani so tudi BPAP, BPB, BPP, BPZ ipd. (Chen et al., 2016). 
                            
Slika 2: Kemijske strukture nekaterih analogov BPA (vir: Chen et al., 2016) 
Navedene kemikalije se uporabljajo kot povezujoče sredstvo v določenih fluoroelastomerih 
(npr. BPAF), kot monomeri za proizvodnjo poliamidov, poliestrov, polietrov, polimerov, ki 
pridejo v stik z živili, za proizvodnjo fenolnih, polikarbonatnih in epoksi smol. Uporaba BPS 
namesto BPA v proizvodnji polimerov narašča. Najdemo ga v stekleničkah za otroke, posodi 
za mikrovalovne pečice in dializnih filtrih. Uporablja se kot surovi material v proizvodnji 
zaviralcev gorenja in pesticidov. BPA in njegove zamenjave so zaznali v različnih okoljih, 
in sicer v površinskem sedimentu na industrializiranih območjih, površinski vodi, na vtoku 
in iztoku iz ČN, v odpadnem blatu iz ČN (Noszczynska, Seget, 2018) in tudi v prahu v 
notranjih prostorih (Song et al., 2012). V eni od študij emisij BPA in BPF iz ČN v Koreji so 
ugotovili, da je BPA prevladoval v odpadnem blatu iz ČN za čiščenje IOV (npr. tekstilna in 
papirna industrija), v odpadnem blatu po čiščenju KOV pa je prevladoval BPF. To kaže na 
obstoj specifičnega vira BPF v gospodinjstvih (npr. vodovodne cevi) (Lee et al., 2015).  
BPAF je glede na rezultate testov bolj toksičen za vodne organizme (Daphnia magna, Danio 
reiro, Desmodesmus subspicatus) kot BPA (Tišler et al., 2016). Teste so izvajali tudi na 
podganah, ki so jih oralno izpostavili BPA in BPAF. Tudi v tem primeru se je BPAF izkazal 
za bolj toksičnega od BPA. Akumuliral se je v serumu in različnih tkivih, najvišje 
koncentracije so zaznali v ledvicah, jetrih in maščobnem tkivu (Yang et al., 2012). BPAF se 
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je močneje vezal na estrogene kot BPA, kar je povzročilo škodljive učinke za reprodukcijo 
in razvoj v različnih in vivo in in vitro modelih (Ruan et al., 2015). BPAF je pri oralni 
izpostavljenosti podgan povečal ravni gonadotropnih hormonov (folikel stimulirajoči 
hormon in luteinizirajoči hormon). Povzročil je tudi izključitev genov in upad proteinov, ki 
so vključeni v biosintezo holesterola ter transport in biosintezo steroidov. Posledično je 
prišlo do inhibicije proizvodnje testosterona (Feng et al., 2012). BPAF kaže tudi 
nevrotoksične učinke (Noszczynska, Seget, 2018). 
BPB je močan endokrini motilec. Zanj je značilno visoko estrogeno in anti-androgeno 
delovanje (Kitamura et al., 2005). Obstajajo predvidevanja, da ima BPB močnejši potencial 
za delovanje kot endokrini motilec kot BPA. Rezultati testov na ribo navadno cebrico Danio 
reiro kažejo, da BPB negativno vpliva na reprodukcijsko sposobnost, razvoj spolnih žlez in 
spolne hormone (Yang et al., 2017). BPB so našli v konzerviranem sadju, zelenjavi in pijači. 
Zaznali so ga tudi v človeškem urinu. Prisotnost BPB v serumu žensk je močno povezana s 
pojavnostjo endometrioze (Cunha in Fernandes, 2010). 
BPF so v človeškem urinu našli pri podobnih koncentracijah kot BPA (Zhou et al., 2014). 
Študije in vitro so pokazale, da je citotoksičen, genotoksičen, estrogen in androgen (Molina-
Molina et al,, 2013; Audebert et al., 2011). Pokazale so se poškodbe DNK, kromosomske 
nepravilnosti in celične disfunkcije (Eladak et al., 2015; Lee et al., 2013). Ko so podgane 
oralno izpostavili BPF, se jim je povečala masa ščitnice. Prišlo je tudi do sprememb v 
koncentraciji ščitničnih hormonov (Higashihara et al., 2007). Pri ljudeh niso našli povezave 
med izpostavljenostjo BPF in nodularno boleznijo ščitnice (golšavost) (Andrianou et al., 
2016). 
Qiu in sodelavci (2016) so izpostavili ribo D. reiro BPS in ugotovili, da BPS moti razvoj v 
zgodnjem življenjskem obdobju. To lahko vodi do prezgodnje pubertete in motenj 
reprodukcijskega sistema. Pri ribi D. reiro so opazili večje število ženskih osebkov v 
primerjavi s številom moških osebkov, zmanjšano dolžino trupa ter spremembe v 
koncentracijah testosterona in estradiola. Zmanjšala se je tudi tvorba jajčec in število 
spermijev (Naderi et al., 2014). BPS izzove močnejši odziv genov za popravljanje poškodb 
DNK kot BPA (Viñas in Watson, 2013). Poleg BPA ima tudi BPS širok spekter učinkov, ki 
povzročijo promocijo rakavih celic (Ho et al., 2017). BPS je hormonski motilec, vendar 




BPP ne kaže estrogenega delovanja, vendar ima genotoksičen potencial (Chen et al., 2016). 
Rezultati testov na vodni bolhi Daphnia magna so pokazali visoko akutno toksičnost za to 
vodno bolho v primerjavi z BPA. Chen in sodelavci (2002) so določili akutno toksičnost na 
podlagi vrednosti EC50, ki je definirana kot koncentracija spojine, pri kateri opazimo 50 % 
njenega največjega učinka, ali kot koncentracija spojine, pri kateri 50 % populacije kaže 
odziv po določenem trajanju izpostavljenosti (Rozman et al., 2010). 48-urna EC50 pri 
izpostavljenosti BPP je bila 1,6 mg/L, EC50 za BPA pa je znašala 10 mg/L (Chen et al,. 
2002). 
Avtorji pregledne študije o BPs poudarjajo, da plastični proizvodi, ki ne vsebujejo BPA, 
temveč njegove zamenjave, niso nujno varnejši od proizvodov z BPA (Noszczynska, Seget, 
2018). 
 Zakonodaja o bisfenolih 
Zakonodaja na nivoju Evropske unije 
V Evropski uniji morajo biti vsi BPs, ki so proizvedeni ali uvoženi v količini, večji od ene 
tone, registrirani pod pogoji uredbe REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and 
Restriction of Chemicals) (German Environment Agency, 2018). Gre za uredbo EU, ki so jo 
sprejeli z namenom izboljšanja varovanja človekovega zdravja in okolja pred tveganji, ki jih 
predstavljajo kemikalije (European Chemicals Agency, 2018). Sprejeti so bili specifični 
zakonski ukrepi za omejevanje izpostavljenosti ljudi BPA na nivoju EU. Po uredbi REACH 
je BPA na seznamu kandidatnih snovi, ki vzbujajo veliko zaskrbljenost, in za katere je treba 
pridobiti avtorizacijo (PC/BPA Group, 2018). BPA je na tem seznamu zato, ker je 
klasificiran kot toksičen za reprodukcijo in kot hormonski motilec, poleg tega pa obstaja 
možnost, da je kancerogen in mutagen. Januarja leta 2020 bo z uredbo REACH omejena tudi 
uporaba BPA v termo papirju. Uporaba BPA, BPS in 4,4-dihidroksibifenila v materialih, 
namenjenih za stik z živili, je v EU dovoljena skladno z Regulativo EU 10/2011 o plastičnih 
materialih in izdelkih, namenjenih za stik z živili. V Sloveniji to področje pokriva Uredba 
Komisije (ES) št. 10/2011 o polimernih materialih in izdelkih, namenjenih za stik z živili. 
Januarja leta 2011 je Evropska komisija sprejela Direktivo EU 2011/8, ki prepoveduje 
uporabo BPA za proizvodnjo polikarbonatnih stekleničk za dojenčke oz. majhne otroke. 
Dokumentacijo v zvezi z BPA v materialih za stik z živili nudi tudi EFSA (The European 
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Food Safety Authority). Več vrst BPs je pod nadzorom zakonodaje, ki pokriva (German 
Environment Agency, 2018): 
 varnost in zdravje pri delu s temi kemikalijami (Direktiva Sveta 98/24/ES, Direktiva 
Sveta 92/58/EGS, Direktiva Sveta 94/33/ES in Direktiva Sveta 92/85/EGS), 
 okolje (Direktiva 2008/98/ES, Direktiva 2012/18/EU oz. Seveso Direktiva), 
 potrošnike (Uredba (ES) št. 1223/2009 o kozmetičnih izdelkih, Direktiva 2009/48/ES o  
varnosti igrač). 
SCOEL (Scientific Committee on Occupational Exposure Limits) je leta 2014 predlagal 
zgornjo mejo poklicne izpostavljenosti BPA tekom 8-urnega delovnika in znaša 2 mg/m3. 
Leta 2017 je bila ta vrednost potrjena z Direktivo 2017/164/EU (German Environment 
Agency, 2018).  
Omejitve uporabe bisfenola A na nivoju posameznih evropskih držav 
Na nacionalni ravni imajo nekatere države omejitve pri uporabi BPA v materialih, 
namenjenih za stik z živili, dudah in obročkih za žvečenje za dojenčke. Francija je leta 2010 
opustila uporabo BPA v stekleničkah za dojenčke. Leta 2012 je razširila prepoved uporabe 
BPA na vso embalažo in posode za živila, kuhinjske pripomočke, dude in obročke za 
žvečenje. Leta 2015 so opustili uporabo BPA v vseh materialih za stik z živili. V Avstriji 
velja prepoved proizvodnje dud in obročkov za žvečenje z BPA od leta 2011 (German 
Environment Agency, 2018).  
Na Danskem je od leta 2010 prepovedana uporaba BPA v materialih za stik z živili, ki so 
namenjena otrokom, mlajšim od treh let. Enako prepoved so leta 2013 uvedli na Švedskem 
in v Belgiji, vendar so v Belgiji dodali še prepoved uporabe BPA v plastičnih žličkah in 
krožnikih, ki so namenjeni otrokom omenjene starostne skupine. Švedska je leta 2016 
opustila uporabo BPA tudi v epoksi smolah za izdelavo oblog v vodovodnih pipah (German 
Environment Agency, 2018).  
Danska je postavila mejno vrednost poklicne izpostavljenosti BPA, le-ta znaša 3 mg/m3. V 
Nemčiji, Švici, Avstriji in na Finskem znaša omenjena mejna vrednost 5 mg/m3 (German 
Environment Agency, 2018). 
V Sloveniji imamo omejitev migracije BPA iz lakov in premazov, ki so naneseni na 
materiale in izdelke, v ali na živila. Mejna vrednosti specifične migracije je 0,05 mg BPA 
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na kg živila. Kljub temu se BPA ne sme uporabljati za proizvodnjo polikarbonatnih skodelic 
in stekleničk, ki so namenjene dojenčkom ali majhnim otrokom oz. ki so namenjene stiku z 
živili za dojenčke ali majhne otroke (npr. formule za dojenčke, predelana žita, mlečni 
napitki, živila za posebne zdravstvene namene ipd.) (Uredba (EU) 2018/213).  
 Tehnologije za zmanjševanje vplivov bisfenolov 
Načini odstranjevanja BPs vključujejo fotorazgradnjo, oksidacijo, fotoelektrokatalitsko 
oksidacijo in biorazgradnjo (Ji et al., 2014). Za odstranjevanje BPs iz ekosistemov je glede 
na dosedanje znanje najbolj učinkovita biorazgradnja (Noszczynska, Seget, 2018). 
Biotransformacija BPA je mogoča v vretenčarjih, nevretenčarjih in rastlinah, poleg tega pa 
biorazgradnja poteka s pomočjo mikroorganizmov (bakterije, glive in alge) (Michalowicz, 
2014).  
 Zelene tehnologije 
Zelene tehnologije ali ekoremediacije posnemajo naravne procese, ščitijo okolje pred 
kvarnimi učinki, ga obnavljajo in pripomorejo k ponovnemu vzpostavljanju ravnovesja v 
naravi. Imajo puferske in samočistilne lastnosti ter pomagajo ohranjati naravne habitate in 
biotsko raznovrstnost. Zaradi teh lastnosti so podpora sonaravnemu trajnostnemu razvoju. 
Ekoremediacijske metode omogočajo zbiranje vode, zadrževanje vode, kar pripomore k 
stabilnosti podtalnice, čiščenje in večkratno uporabo vode. Te metode imajo potencial 
predvsem za čiščenje OV na območjih z redko poselitvijo, kjer zbiranje in čiščenje OV na 
centralni ČN ni racionalno. Ekoremediacijski pristopi so lahko koristni tudi za zmanjševanje 
ali preprečevanje odtekanja hranilnih snovi in zaščitnih sredstev z obdelovalnih površin v 
vodotoke in podtalnico. Poleg tega omogočajo varčevanje z energijo in pridobivanje energije 
iz biomase. Za delovanje in vzdrževanje izkoriščajo sončno energijo. Ekoremediacije lahko 
dopolnjujejo druge okoljske tehnologije za zmanjševanje onesnaženja (npr. uporaba za 
terciarno stopnjo čiščenja OV). Ker imajo enostavno zgradbo in so zasnovane na način, ki v 
čim večji meri izkorišča naravne zakonitosti (npr. tok vode s pomočjo gravitacije), so z 
vidika investicije in vzdrževanja običajno cenovno dostopne. Prednosti ekoremediacij so 
tudi večnamenskost (npr. zadrževalnik vode z elementi ekoremediacije izboljša čistilno 
funkcijo, poveča biotsko raznovrstnost in ima hkrati vlogo površine za rekreacijo), 
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preprečevanje hitrega izsuševanja in čiščenje vode za recikliranje, ki jo lahko uporabimo za 
namakanje. Praktični primeri uporabe ekoremediacij so npr. rastlinske ČN, vegetacijski jarki 
in obrežni vegetacijski pasovi (blažilna območja), stranski rokavi za dodatno čiščenje 
vodotoka, sonaravne sanacije deponij, sonaravna močvirja, zelene strehe in stene, 
revitalizacija struge, akvaponika, hidroponika (Griessler-Bulc, 2013; Korže, Vrhovšek, 
2006). 
  Algne tehnologije 
Oblika bioremediacije, ki poteka z rastlinami ob prisotnosti svetlobe, je fitoremediacija. Gre 
za ekološko in trajnostno metodo, ki za čiščenje onesnaženih območij izkorišča rastline. V 
zadnjih letih se je kot uspešen način odstranjevanja organskih in neorganskih onesnaževal iz 
OV izkazala fitoremediacija s fotoavtotrofnimi vodnimi organizmi, kot so npr. alge. Alge so 
znane kot relativno občutljive za kemikalije, vendar pa lahko akumulirajo nekatera 
onesnaževala, npr. težke kovine, herbicide, insekticide, fenol, heksaklorobenzen (Ji et al., 
2014). Možna je tudi biorazgradnja okoljskih organskih onesnaževal, kar pomeni, da imajo 
alge potencial za odstranjevanje onesnaževal iz OV in jih lahko uporabimo v napravah za 
čiščenje OV (Safonova et al. 2005). Lahko se obnašajo kot avtotrofni organizmi, ki za svojo 
rast izkoriščajo CO2, kar jim omogoča tudi pretvorbo ksenobiotikov vključno z BPA. Alge 
lahko razgrajujejo ksenobiotike tudi v temi (heterotrofno), vendar je v tem primeru 
učinkovitost razgradnje slabša (Michalowicz, 2014). Gojenje mikroalg za čiščenje OV lahko 
poteka v sistemih s suspendirano biomaso ali v sistemih s pritrjeno biomaso (Moreno-
Garrido, 2008; Hoffmann, 1998). Gojenje v suspenziji je najpogostejša oblika rasti alg (Pires 
et al., 2013). 
Potencial za biološko čiščenje OV imajo algni bioreaktorji (Norvill et al., 2016). Gre za ČN, 
ki čistijo KOV s pomočjo algne in bakterijske združbe. Algni bazen izgleda kot plitvi bazen, 
v katerem se algna biomasa premika in meša s krožnim vodnim tokom. Alge pri tem 
asimilirajo hranila in proizvajajo kisik, ki ga heterotrofne bakterije uporabijo za oksidacijo 
organske snovi. Ker mehansko prezračevanje ni potrebno, je lahko poraba energije za 
delovanje teh sistemov manjša kot za konvencionalne ČN z AB. Ti sistemi izkoriščajo 
naravno svetlobo, imajo dolge hidravlične zadrževalne čase in so posledično učinkoviti pri 
odstranjevanju organskih onesnaževal, zato postajajo zanimivi za čiščenje KOV (Arashiro 
et al., 2018; Norvill et al., 2016). Prednost se kaže tudi v pridobivanju algne biomase, ki bi 
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jo morda lahko uporabili za hrano/krmo, gnojilo ali proizvodnjo biogoriva. S pomočjo algne 
biomase bi iz vode odstranili hranila (npr. dušik in fosfor) in pridobili učinkovito prečiščen 
iztok OV, ki bi ga lahko uporabili za namakanje v kmetijstvu (Matamoros et al., 2015). 
Slabost algnih bioreaktorjev pa je lahko visoko razmerje med zahtevano površino in 
volumnom (25 – 125/m), zato so še vedno predmet mnogih raziskav (Norvill et al., 2016; 
Duan in Shi, 2014). Poleg tega tudi aktivnost in način razgradnje snovi, ki so nadomestile 
BPA, v algnih bioreaktorjih še ni raziskana. 
Sistemi gojenja alg s suspendirano biomaso 
Za učinkovito gojenje alg in proces remediacije je treba nadzorovati več parametrov, npr. 
svetlobo, temperaturo, pH, preskrbo s hranili in mešanje (Yen et al., 2013). Gojenje v 
suspenziji lahko poteka v zaprtih ali odprtih bioreaktorjih. Za rast mikroalg so lahko zaprti 
bioreaktorji bolj ugodni, ker omogočajo natančnejši nadzor parametrov (pH, temperatura, 
mešanje, koncentracija CO2 in O2), lažje se izognemo evaporaciji in onesnaženju sistema ter 
dosežemo višjo koncentracijo algnih celic (Posten, 2009; Ugwu, 2008). Kljub temu imajo 
zaprti bioreakorji tudi nekaj pomanjkljivosti, npr. pregrevanje sistema, višja cena 
konstrukcije, težave pri povečevanju kapacitet sistema (Posten, Schaub, 2009). Gojenje 
mikroalg v odprtih sistemih je cenejše z vidika stroškov konstrukcije in obratovanja in ima 
večjo proizvodno kapaciteto. Pomanjkljivosti odprtih sistemov so manj učinkovito mešanje, 
težje zagotavljanje stalnih pogojev za gojenje in večja možnost onesnaženja s snovmi in 
organizmi iz okolja. Posledica tega je manjša učinkovitost odstranjevanja hranil in 
proizvodnje biomase v primerjavi z zaprtimi bioreaktorji (Posten, Schaub, 2009; Ugwu, 
2008; Lee, 2001; Pulz, 2001). V Tabeli 1 so zajeti ključni dejavniki, ki vplivajo na procese 
v algnem bioreaktorju (Gonçalves, 2017). 




 topnost CO2 v mediju, ki ga alge 
potrebujejo za fotosintezo 
 visok pH vpliva na odstranjevanje NH4-
N in obarjanje PO4-P 
Svetloba  
 v splošnem večja preskrba s svetlobo 
pomeni boljše odstranjevanje hranil  
 možna fotoinhibicija mikroalg ob 




 pri višjih T je metabolna aktivnost in s 
tem poraba hranil večja (maksimum, ko 
se T bliža optimalnim vrednostim) 
 višja T zmanjša topnost CO2 in NH4-N 
 Vpliv bisfenola A na rast alge Chlorella sp. in njena 
vloga pri odstranjevanju bisfenola A iz vode 
Chlorella sp. je rod mikroalg, ki je pogosto prisotna v okolju, preprosto jo je gojiti, hitro 
raste, ima kratek generacijski čas (Canovas et al., 1996) ter predstavlja potencial za 
čiščenje OV in proizvodnjo biogoriva. Chlorella lahko prenese ostre okoljske pogoje, 
značilne za OV, ter iz nje učinkovito asimilira dušik in fosfor (Pittman et al., 2011). 
Chlorella sp. ima visoko učinkovitost odstranjevanja hranil (več kot 80 %) v primarnem in 
sekundarnem čiščenju iztoka KOV (Wang et al., 2010). Sposobnost prilagoditve alg rodu 
Chlorella visokim koncentracijam hranil je razlog za njihovo široko uporabo pri 
čiščenju OV (Borowitzka, 1999).  
Ji in sodelavci (2014) so ugotovili, da koncentracije BPA, nižje od 10 mg/L, nimajo 
pomembnega vpliva na rast alge Chlorella vulgaris. Pri koncentraciji 25 mg/L je bila rast 
rahlo zavrta v obdobju prvih pet dni poskusa, nato pa so si alge do določene stopnje 
opomogle. Pri koncentraciji BPA 50 mg/L se je pojavila 85 % inhibicija rasti alg. Rezultati 
kažejo, da stopnja rasti pada z naraščajočo koncentracijo BPA. Masa suhih celic in vsebnost 
klorofila a sta padali z naraščanjem koncentracije BPA preko 10 mg/L (Ji et al., 2014). Wang 
in sodelavci (2017b) so pridobili največjo gostoto celic C. vulgaris pri koncentraciji BPA 
5 mg/L, najmanjšo pa pri koncentraciji BPA 50 mg/L. Ugotovili so, da lahko BPA stimulira 
rast celic C. vulgaris (glede na celično gostoto) pri koncentracijah, nižjih od 20 mg/L. 
Predvidevajo, da so lahko alge BPA pri nižjih koncentracijah uporabile kot vir organskih 
snovi za rast. Poleg tega so ugotovili, da je 20 mg/L BPA lahko kritična koncentracija za 
rast C. vulgaris, saj se je najprej pojavil učinek inhibicije, faza log se je podaljšala, vendar 
so si alge po šestih dneh opomogle in se privadile na toksične okoliščine (Wang et al., 
2017b). 
Ji in sodelavci (2014) so ugotovili, da se nekaj BPA odstrani s fotodegradacijo, saj se je 
koncentracija BPA v abiotski kontroli (BPA v mediju brez alg)  postopoma zmanjševala. Po 
koncu 10-dnevnega poskusa se je iz medijev, kjer so bile koncentracije BPA enake 1, 5, 10, 
25 in 50 mg/L, na abiotski način odstranilo 15, 15.5, 11.2, 10.8, in 5.5 % začetne 
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koncentracije BPA. Eio in sodelavci (2015) so prišli do podobnih rezultatov pri začetnih 
koncentracijah BPA 10, 20 in 50 mg/L. V abiotski kontroli se je s fotodegradacijo odstranilo 
11.3, 13.2 in 18.8 % začetne koncentracije BPA (Eio et al., 2015). V prisotnosti C. vulgaris 
je koncentracija BPA upadla hitreje kot v abiotski kontroli, kar je bilo najbolj opazno pri 
koncentraciji BPA 1 mg/L. Učinkovitost odstranjevanja BPA pri koncentraciji 1 mg/L je 
znašala 38 %, pri koncentraciji 5 mg/L pa 25 %. Pri koncentracijah BPA 10 mg/L, 25 mg/L 
in 50 mg/L je bila učinkovitost odstranjevanja slabša, in sicer 14 %, 14 % in 6 %. To je 
verjetno posledica večje inhibicije rasti C. vulgaris pri višjih koncentracijah BPA. Količina 
akumuliranega BPA v celicah C. vulgaris je naraščala z naraščajočo začetno koncentracijo 
BPA v mediju. Pri izpostavljenosti 50 mg/L BPA je bila akumulacija BPA v celice 
C. vulgaris zmanjšana zaradi visoke inhibicije rasti alg. Količina akumuliranega BPA je bila 
manjša od skupne količine odstranjenega BPA iz medija, kar kaže na biorazgradnjo 
preostanka BPA. Sposobnost biorazgradnje je padala z naraščanjem začetne koncentracije 
BPA. Biodegradacija je bila najmanj učinkovita pri 25 in 50 mg/L BPA. Aktivnost 
biorazgradnje je lahko povezana s fazo rasti alg. Pri koncentracijah BPA od 1 do 10 mg/L je 
C. vulgaris uspešno rastla, razgradnja BPA je bila najhitrejša med eksponentno fazo rasti. 
BPA se je hkrati odstranjeval z bioakumulacijo in biodegradacijo (Ji et al., 2014).  
Hirooka in sodelavci (2005) so ugotovili, da C. fusca lahko razgradi BPA pri koncentracijah 
med 10 in 80 µM. V sedmih dneh je C. fusca odstranila BPA pri koncentraciji 40 µM v 
avtotrofnih in heterotrofnih pogojih, z učinkovitostjo 82 % oz. 27 %. Rezultat biorazgradnje 
je bil nastanek hidroksibisfenola. BPA je razpadel na derivate, ki nimajo estrogenih lastnosti 
(Hirooka et al., 2005). Gulnaz in Dincer (2009) sta v študiji, kjer sta uporabila algo vrste 
C. vulgaris, pridobila podobne rezultate. C. vulgaris je razgradila BPA z zmerno 
učinkovitostjo (20 mg/L v sedmih dneh). Kot rezultat razgradnje so zaznali 4-(1-hidroksi-2-
metil-prop-1-enil) fenol, medtem ko je estrogena aktivnost BPA izginila (Gulnaz, Dincer, 
2009). 
 Vloga drugih vrst alg pri odstranjevanju bisfenola A iz 
vode 
Li in sodelavci (2009) so v študiji preučevali odstranjevanje BPA z algo Stephanodiscus 
hantzschii. V poskusu so uporabili BPA pri koncentracijah 0,01 mg/L, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 
mg/L, 5 mg/L 7 mg/L in 9 mg/L. V prisotnosti alg je koncentracija BPA padala hitreje kot v 
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abiotski kontroli, kar velja posebej za začetne koncentracije, manjše od 1 mg/L. Učinkovitost 
odstranjevanja BPA pri koncentracijah 0,01 mg/L, 0,1 mg/L in 1 mg/L je bila 88,3 %, 98,8 % 
in 91,9 %. Razlike v učinkovitosti odstranjevanja BPA iz medija med abiotsko kontrolo in 
sistemi z algami so se zmanjševale z naraščajočo začetno koncentracijo BPA, kar je verjetno 
posledica inhibicije rasti algnih celic pri višjih koncentracijah BPA. Količina akumuliranega 
BPA v algnih celicah je naraščala z naraščanjem začetne koncentracije BPA, vendar je k 
odstranjevanju BPA prispevala predvsem biorazgradnja. Hitrost biorazgradnje je padala z 
naraščajočo začetno koncentracijo BPA (Li et al., 2009). 
Gatullo in sodelavci (2012) so za odstranjevanje BPA iz vode uporabili zeleno algo 
Monoraphidum braunii. Rezultati so pokazali, da je po štirih dneh rasti v mediju alga M. 
braunii odstranila BPA pri koncentraciji 2, 4 in 10 mg/L, z učinkovitostjo 39 %, 48 % in 35 
% (Gattullo et al., 2012).  
Nakajima in sodelavci (2007) so pri eksperimentu uporabili alge Pseudokirchneriella 
subcapitata, Scenedesmus acutus, Scenedesmus quadricauda in Coelastrum reticulatum ter 
preučevali, če alge prispevajo k biorazgradnji ali biotransformaciji BPA v vodnem okolju. 
Ugotovili so, da je bilo zmanjšanje koncentracije BPA v mediju posledica akumulacije BPA 
v celicah alg in transformacije v BPA glikozide (t.i. glikozilacija). Stopnja zmanjšanja BPA 
v poskusnih medijih je bila večja od stopnje akumulacije BPA v celicah alg. Alge v poskusu 
so metabolizirale BPA in sprostile metabolite v medij. Estrogenska aktivnost BPA se je 
zaradi biotransformacije v vodnem okolju močno zmanjšala. BPA glikozidi sami po sebi 
niso bili toksični, kljub temu pa so lahko bili vir BPA, saj so se akumulirali v listih rastlin in 
so se lahko v prebavnem sistemu živali pretvorili do BPA zaradi encima β-glukozidaze. 
Avtorji študije poudarjajo, da bi morali več pozornosti nameniti ravnem BPA glikozidov v 




 Potencial alg in bakterij v kokulturi za čiščenje odpadne 
vode 
 Interakcije med algami in bakterijami v kokulturi 
Čeprav so mikroalge uporabne za čiščenje OV, je težko vzdrževati mikroalgno monokulturo 
v procesih čiščenja. Poleg tega je zapletene procese razgradnje včasih težko doseči, če 
imamo v sistemu monokulturo. Združevanje mikroorganizmov, ki imajo različne metabolne 
aktivnosti in so prilagojeni na različne pogoje v okolju, je lahko koristno in dopušča razvoj 
robustnih bioloških sistemov, ki lahko delujejo pri različnih okoljskih pogojih in 
obremenitvah s hranili ter so bolj odporni proti vdoru drugih vrst organizmov (Fouilland, 
2012; Johnson, Admassu, 2012; Subashchandrabose et al., 2011). Najpogosteje 
vzpostavljena tipa združb mikroorganizmov pri čiščenju OV sta združba mikroalg, ki 
vključuje le mikroorganizme, sposobne fotosinteze, ter združba mikroalg in bakterij, ki 
vključuje fotosintetske mikroorganizme in heterotrofne bakterije. V nadaljevanju so 
predstavljene glavne lastnosti združb mikroalg in bakterij (v kokulturi) (Gonçalves, 2017):  
 Med mikroalgami in bakterijami se lahko vzpostavijo kooperativne interakcije (npr. 
simbioza) in kompetitivne interakcije. 
 Izmenjava hranil je osnova za kooperativne interakcije. 
 Kokulture z algami in bakterijami lahko uporabimo v sekundarnih in terciarnih 
stopnjah čiščenja OV oz. združimo obe stopnji v eno.  
 Spodbujajo učinkovito odstranjevanje dušika, fosforja in organskega ogljika ter 
zmanjšajo stroške prezračevanja, ki je potrebno v sekundarni stopnji čiščenja. 
Slika 3 prikazuje možne interakcije med algami in bakterijami. Kljukice na sliki pomenijo 




Slika 3: Možne interakcije med algami in bakterijami (povzeto po Muñoz, Guieysse, 2006) 
Tako mikroalge kot bakterije lahko škodljivo vplivajo ena na drugo. Bakterije lahko izločajo 
algicidne metabolite, alge pa baktericidne metabolite (Natrah et al., 2014; Najdenski et al., 
2013). Primer takšnega metabolita je klorelin, ki je baktericiden za po Gramu pozitivne in 
po Gramu negativne bakterije (npr. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia 
coli in Pseudomonas aeruginosa) (Pratt et al., 1944). Škodljiv učinek na bakterije v kokulturi 
z algami ima lahko tudi naraščanje pH vrednosti in temperature, kar je posledica 
fotosintetske aktivnosti (Unnithan et al., 2014; Muñoz, Guieysse, 2006).  
Med algami in bakterijami se lahko vzpostavi tudi simbiotski odnos. Alge med procesom 
fotosinteze sproščajo organske spojine in O2. Bakterije uporabijo organske spojine kot vir 
ogljika in energije, O2 pa za oksidacijo organske snovi (Fouilland, 2012; Bordel et al., 2009). 
Mikroalge lahko služijo kot habitat za bakterije in jih ščitijo pred škodljivimi okoljskimi 
pogoji. Poleg tega lahko izboljšujejo rast bakterij s sproščanjem zunajceličnih metabolitov 
oz. organskih snov, ki so sestavljene iz proteinov, lipidov in nukleinskih kislin. Vse te 
molekule služijo kot substrat za rast bakterij (Unnithan et al., 2014; Abed et al., 2007). 
Bakterije sproščajo CO2, ki ga alge potrebujejo za fotosintezo (Fouilland, 2012; Bordel et 
al., 2009). Prav tako lahko sproščajo snovi za spodbujanje rasti alg, npr. vitamine (biotin, 
tiamin in kobalamin) (Subashchandrabose et al., 2011). S povečanjem rasti alg lahko 
pričakujemo večjo porabo hranil. De-Bashan in sodelavci (2004) so v študiji ugotovili, da 
kokultura Azospirillum brasilense z algama C. vulgaris in Chlorella sorokiniana poveča rast 
mikroalg in izboljša odstranjevanje dušika in fosforja iz KOV, ki so jo uporabili kot medij 
za rast. Na odstranjevanje hranil v kokulturi alg in bakterij vplivajo tudi pH, osvetljenost, 
raztopljeni kisik in razmerje med številom algnih in bakterijskih celic (Liang et al., 2014; Su 
et al., 2012; Gonzalez-Fernandez et al., 2011). Sistemi s kokulturami lahko izboljšajo 
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procese čiščenja OV tudi zaradi nižjih stroškov prezračevanja AB in zanemarljivega učinka 
tople grede, saj CO2, ki ga sproščajo bakterije, alge pretvorijo v organsko snov (De Godos 
et al., 2009). Poleg tega imajo ti sistemi potencial za proizvodnjo biogoriv (Craggs et al., 
2013; Park et al., 2011).  
 Vpliv alg in bakterij v kokulturi na rast obeh 
organizmov in odstranjevanje hranil iz odpadne vode 
Boljša rast alg C. vulgaris se je pokazala v kokulturi s po Gramu negativno bakterijo 
Azospirillum brasilense, ki fiksira dušik. Slednja sprošča fitohormone, ki spremenijo 
metabolizem in morfologijo algnih celic, kar vodi do boljše absorpcije vode in mineralov ter 
posledično večje celične populacije. Povečala se je suha masa celic, skupno število celic, 
velikost algnih skupkov in raven pigmentov mikroalge (klorofil a in b, β-karoten, lutein) 
(De-Bashan et al., 2008; Gonzalez, Bashan, 2000). Shen in sodelavci (2017) so iz vzorca 
OV osamili bakterijo Pseudomonas putida, ki jo običajno najdemo v vodi, zemlji in 
odplakah. Algo C. vulgaris so ko-imobilizirali z bakterijo P. putida v razmerju 1 : 10 (alge : 
bakterije). Koncentracija klorofila a in gostota celic obeh ko-imobiliziranih organizmov se 
je povečala glede na gostoto v sistemih z monokulturo alg oz. monokulturo bakterij. V študiji 
so na podlagi stabilnosti koncentracije raztopljenega kisika v laboratorijskem bioreaktorju 
sklepali, da gre za izmenjavo plinov zaradi simbioze med algami in bakterijami, saj sistem 
ni imel zagotovljenega zunanjega prezračevanja. V reaktorju je bilo dovolj O2 za 
spodbujanje rasti P. putida ter dovolj CO2 za spodbujanje rasti C. vulgaris (Shen et al., 2017). 
Liang in sodelavci (2014) so spremljali rast alg C. vulgaris in bakterij iz rodov Pseudomonas 
oz. Bacillus v kokulturi, da bi ugotovili, kako različne koncentracije enih in drugih vplivajo 
na njihove interakcije. Rezultati so pokazali, da rast alg C. vulgaris spodbujajo nizke 
koncentracije bakterij (5×106 celic/ml). Rast alg je bila v kokulturi z bakterijami iz rodu 
Pseudomonas v pozitivni povezavi z gostoto bakterij. V kokulturi z bakterijami iz rodu 
Bacillus je rast bakterij najprej padala z naraščanjem koncentracije alg. Ko so alge dosegle 
največjo gostoto celic, je pričelo njihovo število upadati, rast bakterij pa se je takrat povečala. 
V primerih z visoko gostoto bakterijskih celic (10×106 celic/ml in 20×106 celic/ml) so 
bakterije zavirale rast alg (Liang et al., 2014). Pseudomonas in Bacillus lahko izločata 
nekatere toksične spojine v medij, kar lahko povzroči inhibicijo rasti alg zaradi prekinitve 
dihalne verige ali preprečevanja sinteze celične stene (Zhao et al., 2012; Vatsa et al., 2010). 
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Tako kot začetna koncentracija bakterij vpliva na rast alg, tudi začetna koncentracija alg 
vpliva na rast bakterij. Stopnja rasti bakterij je padala z naraščajočo koncentracijo alg. C. 
vulgaris je zavirala rast bakterij iz rodu Pseudomonas prek fizične interference z bakterijami 
(interferenčna kompeticija), med bakterijami iz rodu Bacillus in algami pa je prišlo do 
kompeticije za hranila (Liang et al., 2014).  
Ji in sodelavci (2018) so v študiji testirali sisteme z različnimi razmerji med algami in 
bakterijami. Spremljali so rast obeh organizmov in ugotavljali učinkovitost kokultur pri 
odstranjevanju celokupnega raztopljenega fosforja (TDP), celokupnega raztopljenega dušika 
(TDN) in zmanjšanju kemijske potrebe po kisiku (KPK). Poleg tega so določali 
koncentracijo klorofila a in suho celično maso. V poskusu so uporabili alge C. vulgaris in 
bakterije Bacillus licheniformis (denitrifikacijske bakterije). Testna razmerja med algami in 
bakterijami so prikazana v Tabeli 2. 
Tabela 2: Razmerja med algami in bakterijami v poskusu (povzeto po Ji et al., 2018) 
Razmerje alge : bakterije C. vulgaris (×105 celic/mL) B. licheniformis (×10
5 
CFU/mL) 
1:0 1 0 
1:1 1 1 
1:2 1 2 
1:3 1 3 
2:1 2 1 
3:1 3 1 
Po 10 dneh rasti je bila v sistemu z razmerjem 1:0 (alge : bakterije) celična površina 
C. vulgaris gladka in nepoškodovana, celice so bile okrogle oblike. Pri razmerju 1:1 so se 
bakterijske celice čvrsto prilepile na površino algnih celic, vendar bakterijska adhezija ni 
poškodovala ali spremenila površinske topografije algnih celic, prav tako ni prišlo do 
fagocitoze med celicami obeh organizmov. Ko so razmerja naraščala do 1:2 in 1:3, se je na 
površino alg prilepila vedno večja količina bakterijskih celic, alge so bile prekrite z 
bakterijami. To kaže, da lahko C. vulgaris in B. licheniformis rasteta v simbiozi (velja za 
pogoje v poskusu) (Ji et al., 2018). 
Koncentracije klorofila a so bile v kokulturah višje kot v monokulturi alg. Koncentracija 
klorofila a je dosegla največjo vrednost na 6. dan poskusa (2980 mg/L), in sicer pri razmerju 
1:3. Koncentracija je bila v tem primeru dvakrat višja kot pri razmerju 1:0. Prisotnost B. 




Koncentracije KPK, TDP in TDN so bile v kokulturah nižje kot v monokulturi alg. Večji 
deleži bakterij v kokulturah so pripomogli k večjemu in hitrejšemu upadu KPK. Rezultat je 
bil najboljši pri razmerju 1:3, kjer se je odstranilo 86,55 % KPK (padec koncentracije s 
175,78 mg/L na 23,64 mg/L). Pri razmerju 1:3 je bilo na 10. dan poskusa odstranjenih 
80,28 % TDP in 88,95 % TDN, kar je prav tako najboljši rezultat glede na ostala razmerja 
med algami in bakterijami. Sistem C. vulgaris - B. licheniformis bi lahko uporabljali za 
čiščenje vode, ki pride iz ČN. Celice alg in bakterij bi lahko imobilizirali s fizikalnimi in 
kemijskimi metodami (Ji et al., 2018). 
Liang in sodelavci (2013) so v podobni študiji spremljali učinkovitost odstranjevanja NH4+ 
in celokupnega fosfata (TP) v samostojnem in kombiniranem sistemu z algami in 
bakterijami. V kokulturi so bile alge C. vulgaris in bakterije B. licheniformis. Količina 
odstranjenega NH4+ z začetno koncentracijo  20 mg/L v sistemu z B. licheniformis je bila 
pod mejo detekcije. Pri isti začetni koncentraciji se je v sistemu s C. vulgaris odstranilo 29 
% NH4+. V kokulturi se je pokazala relativno višja učinkovitost odstranjevanja NH4+ (78 %). 
Enako velja za TP, saj so v kokulturi dosegli največjo učinkovitost odstranjevanja (92 %), 
pri čemer rezultat ni bil le vsota učinkovitosti odstranjevanja pri samostojnih sistemih.  
(Liang et al., 2013).  
Alge imajo pomembno vlogo pri odstranjevanju NH4+ in TP, zato so v študiji Liang in 
sodelavci (2013) dnevno spremljali vsebnost klorofila a (kot indikator algne biomase). V 
kokulturi je vsebnost klorofila a bolj občutno narastla, koncentracija je bila na 4. dan poskusa 
41 % višja kot v samostojnem sistemu. Iz tega lahko sklepamo, da B. licheniformis spodbuja 
rast C. vulgaris. Kljub temu je po 4. dnevu poskusa koncentracija klorofila a v kokulturi 
padla na 64 % najvišje vsebnosti v kokulturi. Do tega je lahko prišlo zaradi vpliva nekaterih 
okoljskih dejavnikov (npr. pH in toksični metaboliti) (Liang et al., 2013). 
Da lahko določene vrste bakterij algam povečajo sposobnost odstranjevanja dušika iz vode, 
so ugotovili tudi Su in sodelavci (2012). V študiji so inokulirali filamentozne cianobakterije 
in AB v razmerju 5:1. Učinkovitost odstranjevanja NH4
+ z začetno koncentracijo 39,4 mg/L 
je bila 99 %, medtem ko je bila učinkovitost odstranjevanja v sistemu, kjer so bile samo alge 
ali samo AB, 52 % oz. 14 % (Su et al., 2012).  
Učinke bakterij, ki izvirajo iz OV, na rast alg in odstranjevanje hranil iz centrata OV (visoko 
koncentriran tok OV, ki je bogat s fosforjem, amonijem, organskim dušikom, minerali in 
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bakterijami) so preučevali tudi Ma in sodelavci (2014). V študiji so raziskovali učinke 
različnih začetnih inokulumov alg (različna razmerja med algami in bakterijami) na rast obeh 
organizmov in čiščenje OV. Kot medij za rast alg so uporabili surov centrat oz. RC (prisotne 
bakterije) in avtoklaviran centrat oz. AC (ni bakterij). Rezultati so pokazali, da ima začetna 
koncentracija alg očiten vpliv na rast bakterij, prisotnost bakterij pa pomembno vpliva na 
rastni vzorec alg, kar kaže na simbiotski odnos med algami in bakterijami (Ma et al., 2014).  
Začetni inokulumi alg so bili 0,02 g/L, 0,05 g/L, 0,1 g/L in 0,2 g/L. V AC je faza lag trajala 
1-2 dni. Rast alg je dosegla svoj vrh na dan 3, nato pa je sledila stacionarna faza do konca 
sedemdnevnega poskusa. Po sedmih dneh je biomasa alg znašala 0,71 g/L, 0,68 g/L, 0,77 
g/L in 0,81 g/L. V RC se lag faza ni pojavila pri začetnih inokulumih, večjih od 0,02 g/L. 
Biomasa je dosegla največjo vrednost na dan 2, in sicer 1,17 g/L, 2,01 g/L in 1,3 g/L. V 
naslednjih dveh dneh je upadla in sledila je stacionarna faza rasti. Pri začetnem inokulumu 
alg 0,02 g/L je rastna krivulja dosegla svoj vrh na dan 5, torej kasneje kot pri ostalih 
inokulumih. Največja biomasa alg je v tem primeru znašala 1,21 g/L. Največjo biomaso so 
alge dosegle v RC, končna biomasa po sedmih dneh poskusa pa je bila večja v AC, vendar 
prisotne bakterije niso občutno zmanjšale končne biomase alg. To kaže na pozitiven vpliv 
bakterij iz centrata na rast alg in akumulacijo biomase med eksponentno fazo rasti. Kasnejše 
upadanje biomase in pojav stacionarne faze sta lahko posledica zmanjšanja količine hranil v 
mediju (Ma et al., 2014).  
Rastni profili bakterij v RC pri različnih začetnih inokulumih alg kažejo enak trend (tudi v 
kontroli, kjer alge niso bile prisotne). Začetno število bakterij je bilo približno 3,9 × 105/mL. 
Na začetku kultivacije so bakterije hitro rastle in dosegle svoj maksimum na dan 2, tako kot 
alge. Število bakterij je bilo pri inokulumih alg 0,02 g/L, 0,05 g/L, 0,1 g/L, 0,2 g/L in kontroli 
brez alg enako 1,1 × 106/mL, 9,5 × 105/mL, 8,0 × 105/mL, 7,5 × 105/mL in 7,1 × 105/mL. 
Nato je število bakterij močno upadlo in od dneva 5 naprej ostalo na nizki ravni (približno 
1,6  × 104/mL). Rezultati kažejo, da je pri vseh kokulturah število bakterij večje kot v kontroli 
brez alg in da je pri večjih začetnih inokulumih alg maksimalno število bakterij manjše. 
Razlog za to je lahko pojav kompeticije med bakterijami in algami za določena hranila ali 
pa so alge pričele proizvajati snovi, ki so omejevale rast bakterijam. Nižje začetne 
koncentracije alg so bolj ugodne za rast bakterij, kar potrjuje tudi dejstvo, da je bilo število 
bakterij največje pri začetnem inokulumu alg 0,02 g/L (1,5 × več bakterij kot v kontroli). Za 
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rast alg nizki začetni inokulumi v kokulturi niso ugodni, saj se bakterije prekomerno 
namnožijo in povzročijo propad alg (Ma et al., 2014).  
 Odstranjevanje bisfenola A iz vode z algami in 
bakterijami v kokulturi 
Biorazgradnja BPA je možna z bakterijskimi združbami, posebej če so le-te prilagojene na 
okolje, v katerem najdemo BPA in podobna onesnaževala (npr. bakterijska združba v AB). 
Takšna bakterijska združba bi lahko BPA primarno razgradila do CO2 ob mehanskem 
prezračevanju. Aerobni procesi so dragi, ker zahtevajo relativno visoke energijske vložke. 
Alternativni vir kisika predstavljajo alge, ki bi kisik za preračevanje sistema zagotavljale v 
procesu fotosinteze (simbioza med algami in bakterijami) (Eio et al., 2015).  
Študije so pokazale, da lahko alge same biorazgrajujejo BPA (Nakajima et al., 2007; Hirooka 
et al., 2005). Kombinacija alg z bakterijami, ki so sposobne razgradnje BPA, lahko pripelje 
do sinergističnega učinka pri razgradnji BPA. V eni od študij so primerjali odstranjevanje 
BPA v sistemu s kokulturo in v monokulturi alg. Raziskovali so tudi toleranco alge Chlorella 
sorokiniana na BPA v obeh sistemih in adsorpcijo ter bioakumulacijo BPA v celice alge 
(Eio et al., 2015).  
Rezultati so pokazali, da se je v monokulturi alg nanje adsorbiralo in akumuliralo skupaj 
manj kot 1 % BPA. Tekom poskusa so se koncentracije BPA v kokulturi in monokulturi alg 
zmanjševale. V monokulturi alg je k odstranjevanju BPA poleg fotodegradacije, površinske 
adsorpcije in bioakumulacije največji del prispevala biorazgradnja. Začetne koncentracije 
BPA 10, 20 in 50 mg/L so se zmanjšale za 38.5, 30.7 in 20.7 %. C. sorokiniana torej ni 
dovolj učinkovita, da bi popolnoma razgradila celoten BPA. V kokulturi se je BPA odstranil 
do koncentracije, ki je bila pod mejo zaznavnosti, ne glede na to, kakšna je bila začetna 
koncentracija BPA. Bakterije so BPA porabile kot vir ogljika za njihovo rast, kar se je 
odrazilo v povečanju gostote bakterijskih celic. Oksigenacija zaradi fotosinteze s strani alg 
podpira bakterijsko razgradnjo BPA, zato mehansko prezračevanje ni potrebno. Rezultati 
kažejo, da alge v kokulturi prispevajo k razgradnji BPA in prezračevanju medija. Avtorji 
študije kot možne poti razgradnje BPA v kokulturi navajajo abiotsko razgradnjo v prisotnosti 
svetlobe, kjer nastane hidroksil-BPA in se nato nadalje razgradi, glikozilacijo BPA z algami 
do glikozidov in biorazgradnjo. C. sorokiniana je skupaj z bakterijami uspešno razgradila 
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BPA na 4 vmesne produkte z estrogenimi lastnostmi in 5 vmesnih produktov brez estrogenih 
lastnosti. Koncentracija produktov z estrogenimi lastnostmi je bila ob koncu poskusa nižja 
od 0,4 % (Eio et al., 2015). 
Rezultati predstavljene študije kažejo potencial za čiščenje OV, ki vsebuje organska 
onesnaževala, s kokulturo alg in bakterij. Ugotovitve so relevantne, saj v realnem okolju ne 
moremo vzpostaviti sistema za čiščenje OV, kjer bi bile prisotne samo alge, ker nimamo 
aseptičnih pogojev. Pri čiščenju OV sodelujejo različne mikrobne združbe (npr. bakterije), 




 NAMEN IN CILJI RAZISKAVE 
Pogost vir BPs v okolju sta KOV in IOV, zato je za zmanjšanje emisij teh snovi v okolje 
pomembno učinkovito čiščenje OV. Alternativa konvencionalnim ČN so algni bioreaktorji. 
V kolikor jih želimo uporabljati kot trajnostno rešitev za čiščenje OV, moramo raziskati, ali 
alge preživijo v sistemu z BPs, koliko in na kakšen način prispevajo k odstranjevanju BPs iz 
vode in pod kakšnimi pogoji so najbolj učinkovite (kot avtotrofi ali miksotrofi). 
Koncentracije BPs se v KOV gibljejo od nezaznavnih do približno 6 µg/L. V tej raziskavi 
smo uporabili koncentracije BPs 1 µg/L, saj se koncentracije BPs v KOV glede na 
pregledano literaturo večinoma gibljejo okoli te vrednosti. Namen raziskovanja je bil 
ugotoviti vpliv mešanice BPs v ustrezni hranilni raztopini na rast mikroalge Chlorella 
vulgaris kot avtotrof in miksotrof ter povečati biomaso alg v laboratorijskem bioreaktorju, 
saj bi s tem morda lahko dosegli tudi večjo učinkovitost odstranjevanja BPs iz vodnega 
medija. V kolikor alge prispevajo k odstranjevanju BPs, najverjetneje z bioakumulacijo v 
celice, adsorbcijo na celice in/ali biorazgradnjo, bi bila večja koncentracija algnih celic v 
vsakem primeru pozitivna. Večjo koncentracijo algnih celic smo poskusili doseči z 
vzpostavljanjem kokultur med C. vulgaris in bakterijami iz AB centralne ČN Ajdovščina oz. 
C. vulgaris in bakterijami iz algnega bazena, da bi se med njimi razvil simbiotski odnos in 
bi alge rastle bolje kot v monokulturi. Poleg tega bi lahko tudi bakterije v kokulturi 
prispevale k večji učinkovitosti odstranjevanja BPs iz vodnega medija. Cilj raziskave je bil 
opredeliti, ali imajo AT potencial za čiščenje modernih mikroonesnaževal, kot so BPs, iz 
vodnega medija. Rezultate laboratorijskega poskusa bi lahko nadalje uporabili za 
razumevanje čiščenja KOV z algnimi bioreaktorji. 
Glede na namen raziskovanja v okviru magistrskega dela smo postavili naslednje hipoteze: 
 H1: Bisfenoli v značilnih koncentracijah za komunalno odpadno vodo ne povzročijo 
inhibicije rasti mikroalge C. vulgaris.  
 H2: Rast mikroalge C. vulgaris je hitrejša v kokulturi z bakterijami. 
 H3: Odstranjevanje bisfenolov iz vodnega medija je učinkovitejše z mikroalgo 




 METODE DELA 
 Metoda gojenja alge Chlorella vulgaris 
Za gojenje alg v laboratorijskem bioreaktorju s suspendirano biomaso smo uporabili Bold's 
Basal medij (BBM) proizvajalca Phytotechlab, z oznako B1675. Gre za visoko obogaten 
medij v obliki prahu, ki se lahko uporablja za gojenje več vrst zelenih alg. Pri pripravi medija 
smo sledili navodilom proizvajalca. Pripravili smo medij s koncentracijo 0,705 g/L ter dodali 
1 mL 0,1 % vodne raztopine žveplove kisline na 1 L medija. pH medija smo uravnali na 6,6 
tako, da smo po potrebi dodali še nekaj kapljic 0,1 % vodne raztopine žveplove kisline in ga 
avtoklavirali. Alge smo dobili od podjetja ALGEN d.o.o. in jih gojili v 250 mL 
erlenmajericah z ravnim dnom. Erlenmajerice smo zaprli z zamaški iz spužvastega materiala, 
ki zaradi por omogoča izmenjavo plinov. Alge v erlenmajericah smo gojili na stresalniku 
PHOENIX instrument RS-OS 20 pri hitrosti mešanja 130 rpm in pri intenziteti svetlobe 
45,97 µmol/s m2. Takšno intenziteto svetlobe smo zagotovili s 4 lučmi proizvajalca CMI 
Emil Lux GmbH (220-240 V, 50 Hz), model T8 1x36W, poleg tega pa smo opisani sistem 
za gojenje pokrili s pokrovom iz kartona, ki je bil na notranji strani obložen z aluminijasto 
folijo. Za določitev rastne krivulje smo alge 14 dni gojili v zaprtem sistemu in iz erlenmajeric 
z avtomatsko pipeto vsake dva dni odvzeli 1 mL vzorca alg, pomerili absorbanco pri 684 nm 
in nato določili število celic v 1 mL vzorca z metodo štetja pod mikroskopom. Pri tem smo 
uporabili Neubauer števno komoro in mikroskop Olympus CX21. Ko smo pridobili rastno 
krivuljo, smo uporabljali metodo gojenja alg z dohranjevanjem, in sicer tako, da smo v času 
trajanja poskusov algam tedensko (9 mesecev) dodajali 10 mL svežega BBM. Na ta način 
smo vzdrževali kulturo alg za nadaljnje poskuse.  
 Osamitev bakterij iz aktivnega blata in gojenje čistih 
bakterijskih kultur 
Vzorec AB smo marca 2019 odvzeli iz centralne ČN Ajdovščina, kjer čistijo KOV in 
tehnološke OV iz naselja Ajdovščina. Centralna ČN odstranjuje ogljikove in dušikove 
spojine. Hidravlična obremenitev centralne ČN je 8400 m3/dan, organska pa 42 000 PE 
(2500 kg BPK5). S cepilno zanko smo AB s »cik-cak« razmazom nanesli na trdno gojišče, 
sestavljeno iz 0,705 g/L BBM, 1 g/L glukoze in 14 g/L agarja, da smo prišli do posameznih 
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kolonij. Po 24-urni inkubaciji trdnih gojišč pri 37 °C so na gojiščih porasle večje in manjše 
kolonije bele barve, ki smo jih zajeli s cepilno zanko in jih inokulirali v 30 mL tekočega 
medija (mešanica BBM in 1 g/L glukoze). Pridobili smo čisto mešano bakterijsko kulturo, 
saj smo v tekoč medij inokulirali obe vrsti kolonij. Sledila je prekonočna inkubacija na 
stresalniku, kjer smo gojili tudi alge (glej poglavje 3.1.). Prekonočno kulturo smo ponovno 
prenesli v svež tekoč medij in naredili umeritveno krivuljo. V času trajanja poskusov (3 
mesece) smo vsak teden prenesli 100 µL bakterijske kulture v 30 mL svežega BBM z 1 g/L 
glukoze in prekonočno kulturo hranili v hladilniku za ohranjanje kulture in morebitne 
ponovitve poskusa. 
 Osamitev bakterij iz algnega bazena in gojenje čistih 
bakterijskih kultur 
Vzorec vode iz algnega bazena smo v redčitvah od 10-1 do 10-5 nanesli na trdno hranljivo 
gojišče Nutrient Agar (NA, (20 g/L, pH 7,0 ± 0,2 pri 25 °C), Merck). Po 24-urni inkubaciji 
pri 37 °C so na gojiščih porasle kolonije različnih barv, ki smo jih zajeli s cepilno zanko in 
jih s »cik-cak« razmazom nacepili na novo NA gojišče, da smo prišli do posameznih kolonij, 
kot je prikazano na Sliki 4.  
 
Slika 4: Razmazi različnih vrst bakterijskih kolonij na hranljivem gojišču 
Posamezno kolonijo določene vrste smo inokulirali v 50 mL tekočega hranljivega gojišča 
Nutrient Broth, (NB (8 g/L, pH 7,0 ± 0,2 pri 25 °C), Sigma-Aldrich), da smo dobili čiste 
bakterijske kulture, kot je prikazano na Sliki 5.  
 
Slika 5: Bakterijske kulture po prekonočni inkubaciji v tekočem hranljivem gojišču  
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Sledila je prekonočna inkubacija v NB pri 37 °C. Prekonočno kulturo smo ponovno prenesli 
v sveže gojišče NB, nato pa naredili umeritveno krivuljo. Poskuse smo izvajali z dvema 
čistima bakterijskima kulturama iz algnega bazena. Čiste bakterijske kulture smo hranili na 
gojišču NA in jih vsaka dva tedna nacepili na sveže gojišče, inkubirali pri 37 °C preko noči 
in shranili v hladilniku za ohranjanje kulture in morebitne ponovitve poskusa.  
 Določitev umeritvenih krivulj za alge in bakterije 
Alge  
Za izvedbo poskusov smo na začetku potrebovali znano število algnih celic (začetna 
koncentracija). Število celic smo določili na podlagi absorbance kulture gojenih alg C. 
vulgaris. V ta namen smo izdelali umeritveno krivuljo absorbance vzorca pri 684 nm v 
odvisnosti od števila algnih celic na mL vzorca. Pripravili smo redčitve vzorcev (2×, 4×, 8×, 
16×, 32×, 64×, 128×) gojenih mikroalg v razmerju 1:1 (500 µL vzorca, 500 µL BBM). 
Razredčenim vzorcem gojenih mikroalg smo pomerili absorbanco pri 684 nm in jih prenesli 
na Neubauerjevo števno komoro, da smo prešteli celice. Gostoto celic alg v vzorcu smo 
izračunali po postopku, ki je opisan v nadaljevanju. Slika 6 prikazuje shemo mreže števne 
komore za lažje razumevanje postopka štetja celic. 
 
Slika 6: Mreža števne komore (povzeto po: BTI, 2015) 
Za štetje algnih celic smo izbrali center števne mreže, ki je označen z rumeno obrobo in je 
primeren za štetje velike gostote celic. Celice smo prešteli v 5 malih modrih kvadratkih (4 v 
kotih in 1 v centru rumenega kvadrata). Vsak izmed njih ima volumen 4×10-6 mL, ki smo ga 
izračunali kot produkt površine kvadratka (0,04 mm2) in višine stolpca suspenzije (0,1 mm). 
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Nato smo izračunali povprečno število celic v enem modrem kvadratku in nazadnje gostoto 





𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡.𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑒𝑛𝑒𝑚 𝑚𝑜𝑑𝑟𝑒𝑚 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑘𝑢 × 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑒𝑑č𝑒𝑛𝑗𝑎
4×10−6  𝑚𝐿
        (1) 
Na podlagi pridobljenih podatkov smo v programu Microsoft Office Excel izdelali 
umeritveno krivuljo. 
Bakterije iz aktivnega blata centralne čistilne naprave in algnega bazena 
Pri poskusih s kokulturami smo poleg znanega začetnega števila celic C. vulgaris potrebovali 
tudi znano začetno število celic bakterij iz AB oz. algnega bazena. Tudi v tem primeru smo 
št. celic/mL določili na podlagi absorbance bakterijske kulture pri 600 nm. Umeritvene 
krivulje za bakterije smo naredili po dveh metodah (opisani v nadaljevanju), da smo 
ugotovili ustreznost ene in druge metode ter v poskusih uporabili čim bolj natančno 
umeritveno krivuljo.  
 Absorbanca bakterijske kulture pri 600 nm v odvisnosti od CFU/mL:  
Decimalnim redčitvam vzorcev (od 10-1 do 10-6) gojenih bakterijskih kultur smo pomerili 
absorbance pri 600 nm, nato pa vzorce v istih redčitvah nanesli na gojišča NA in po 24-
urni inkubaciji pri 37 °C prešteli kolonije (rezultat v CFU/mL), ki so prikazane na Sliki 7. 
 
Slika 7: Različne redčitve vzorcev bakterij iz algnega bazena na trdnih gojiščih za izdelavo 
umeritvenih krivulj 
 Absorbanca bakterijske kulture pri 600 nm v odvisnosti od št. celic/mL: 
Pomerili smo absorbanco 2×, 4×, 8× in 16× razredčenih vzorcev pri 600 nm, potem pa 
vzorce obarvali s kristal vijoličnim barvilom, jih nanesli v Neubauerjevo števno komoro 
in prešteli celice pod mikroskopom (rezultat v št. celic/mL).  
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 Poskus odstranjevanja bisfenolov z monokulturo alg in 
spremljanje vpliva bisfenolov na rastni profil alge C. vulgaris  
 Priprava laboratorijske steklovine 
Steklovino smo pripravili s postopkom čiščenja, ki je povzet po protokolu, opisanem v 
International Pharmacopoeia Sixth Edition; Methods of sterilisation (2016). Faze postopka 
čiščenja si sledijo po naslednjem vrstnem redu: 
 Spiranje s tekočo vodovodno vodo  
 Namakanje v koritu z detergentom za pranje steklovine (vsaj 1 uro, ne dlje kot čez 
noč) 
 Trikratno spiranje z vodovodno vodo in enkratno spiranje z destilirano vodo 
 Namakanje v koritu z raztopino destilirane vode in 150 ml HCl (37 %) (čez noč) 
 Trikratno spiranje z destilirano vodo 
 Sušenje pri 120 °C vsaj 2 uri oz., dokler steklovina ni suha 
 Sterilizacija v avtoklavu 15 min pri 121 °C ali suha sterilizacija pri 180 °C 30 min 
 Zaščita sterilizirane steklovine (ovijanje v aluminijasto folijo) 
 Zasnova poskusa 
V Tabeli 3 so zbrani podatki o zasnovi poskusa odstranjevanja BPs z monokulturo alg. 
Tabela 3: Zasnova poskusa odstranjevanja bisfenolov z monokulturo alg 





Alge v BBM + BPs 
(3 paralelke po 500 mL) 
2,5 × 106 algnih 
celic/mL 
Ugotavljanje vpliva BPs 
na rast alg in 
učinkovitost 
odstranjevanja BPs z 
algami 10 dni 
Alge v BBM brez BPs 
(1 erlenmajerica, 
volumen 500 mL) 
 
2,5 × 106 algnih 
celic/mL Kontrola za rast alg 
Mešanica BPs 
17 BPs: BPAF, BPAP, BPB, BPBP, BPFL, BPZ, BPE, BPC II, 
BPS, BPPH, BPC, BPP, BPM, BP26DM in izomeri 2,2 BPF, 
4,4 BPF in 2,4 BPF; koncentracija vsakega izmed BPs = 1 µg/L 
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Medij BBM smo pripravili na način, ki je opisan pod točko 3.1. Zagotovili smo aseptične 
pogoje, da ne bi povzročili onesnaženja BBM medija. pH medija smo tudi tokrat uravnali na 
6,6 tako, da smo po kapljicah dodajali 0,1 % vodno raztopino žveplove kisline.  
Volumen založne kulture alg, ki smo ga morali prenesti v erenmajerice za poskus, da bi 
dosegli želeno začetno koncentracijo alg, smo določili na podlagi absorbance založne 
kulture. Vzorec založne kulture alg smo pred meritvijo absorbance 10 × razredčili, da smo 
dosegli območje, v katerem je absorbanca v linearnem območju spektrofotometra. Za 
merjenje smo uporabili spektrofotometer NANOCOLOR VIS. Izmerjeno absorbanco smo 
pomnožili z 10 zaradi predhodnega redčenja, vrednost vnesli v enačbo umeritvene krivulje 
za alge in iz nje izrazili število celic na mL oz. koncentracijo alg. Potrebni volumen založne 
kulture alg smo nato določili po enačbi (2): 
𝑐1  ×  𝑉1  =  𝑐2  ×  𝑉2   (2) 
V enačbi (2) c1 predstavlja koncentracijo celic v založni kulturi, pridobljeno iz umeritvene 
krivulje, V1 je volumen, ki ga moramo vzeti iz založne kulture, da dobimo želeno 
koncentracijo alg, c2 je želena začetna koncentracija alg za poskus (2,5 × 106/mL), V2 pa 
skupni volumen alg in BBM v testnih erlenmajericah (500 mL). 
 Postavitev poskusa 
Vse štiri erlenmajerice smo postavili na dva stresalnika PHOENIX instrument RS-OS in 
Tehtnica, Vibromix 40 ter nastavili hitrost mešanja 130 rpm. Nad stresalnika smo namestili 
2 podolgovati luči RITOS L3P-136IJ proizvajalca Ritter leuchten GmbH. Luči smo opremili 
s časovnikom, da smo lahko nastavili čas poteka poskusa na svetlobi in v temi. Časovno 
razmerje med svetlobo in temo je bilo 16h : 8h. Celoten poskus se je odvijal pod pokrovom 
iz kartona, ki smo ga na notranji strani ovili z aluminijasto folijo. Intenziteto svetlobe smo 
pomerili z merilcem LI-1000 Data Logger proizvajalca LI-COR na šestih točkah pod škatlo 
in je v povprečju znašala 32,28 µmol/s m2. Ob erlenmajerice smo namestili termometer za 




Slika 8: Shema poskusa 
 Meritve osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov 
Tekom poskusa smo spremljali fizikalno kemijske parametre, ki so pomembni za optimalno 
rast alg. S pomočjo ustreznih elektrod (WTW Multimeter 3620, SET G) smo merili 
temperaturo zraka pod kartonskim pokrovom ter v erlenmajericah z algami, električno 
prevodnost, pH, vsebnost raztopljenega kisika in oksido-redukcijski potencial. Meritve smo 
izvajali v aseptičnih pogojih, tako da smo ob gorilniku odprli erlenmajerice in z elektrodami 
pomerili zgoraj navedene parametre. Temperaturo zraka smo merili vsak dan, ostale 
navedene parametre pa prvi (t0) in zadnji dan poskusa (tn). Slika 9 prikazuje izvajanje meritev 
fizikalno-kemijskih parametrov. Spremljali smo tudi koncentracijo celokupnega dušika 
(TN) in celokupnega fosfata (TP), kar je podrobneje opisano v podpoglavju 3.5.6.  
 
Slika 9: Izvajanje meritev fizikalno-kemijskih parametrov  
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 Spremljanje rasti alg in tvorbe klorofila - a  
Rast alg C. vulgaris in tvorbo klorofila a smo spremljali vsak dan 10-dnevnega poskusa. 
Rast alg smo ovrednotili na podlagi absorbance vzorca. Iz vseh erlenmajeric smo odpipetirali 
1 mL vzorca in izmerili absorbanco pri 684 nm na spektrofotometru NANOCOLOR VIS. 
Število celic/mL smo nato določili na podlagi umeritvene krivulje. Na ta način smo izdelali 
rastne krivulje in spremljali morebitno inhibicijo rasti alg zaradi prisotnosti BPs.  
Vsebnost klorofila a smo določali z namenom preverjanja vitalnosti kultur in rasti alg, saj 
večje število celic pomeni tudi večjo vsebnost klorofila a. Uporabili smo ekstrakcijski 
protokol Nacionalnega inštituta za biologijo (NIB, 2006) in ga prilagodili poskusu. Najprej 
smo vzorce (2 – 5 mL) centrifugirali v centrifugirkah s hitrostjo 6500 rpm, 25 minut 
(centrifuga Hettich Universal 320), odlili supernatant in ga zavrgli med odpadne kemikalije 
ter dodali 8 mL 95 % etanola. Nato smo centrifugirke za 30 sekund postavili v ultrazvočno 
kopel Elma, Elmasonic S180H, da smo resuspendirali pelet in poškodovali celično steno alg, 
da se je klorofil a v čim večji meri sprostil v etanol (če peleta nismo uspeli resuspendirati, 
smo podaljšali čas obdelave vzorca z ultrazvokom). Sledilo je segrevanje vzorcev (60 °C/1h) 
v termostatski enoti NANOCOLOR VARIO C2 (med segrevanjem smo centrifugirke 
nekajkrat pretresli), ponovna obdelava z ultrazvokom (30 sekund) in centrifugiranje pri 4500 
rpm 10 minut. Na koncu smo izmerili absorbanco v 1 mL vzorcev pri valovnih dolžinah 649 
nm, 664 nm in 750 nm ter izračunali koncentracijo klorofila a po enačbi (3): 
𝐶𝑎[𝜇𝑔/𝑚𝑙] = ((13,36 × (𝐴664 − 𝐴750)  − 5,19 ×  (𝐴649 − 𝐴750)) ×  
𝑉𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 [𝑚𝑙]
𝑉𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐[𝑚𝑙]× 𝑙𝑘𝑖𝑣𝑒𝑡𝑎[𝑐𝑚]
         (3), 
kjer je ca koncentracija klorofila a, A664 absorbanca pri valovni dolžini 664 nm, A649 
absorbanca pri valovni dolžini 649 nm, A750 absorbanca pri valovni dolžini 750 nm, Vetanol 
predstavlja volumen dodanega etanola za ekstrakcijo, Vvzorec volumen vzorca, ki smo ga 
centrifugirali in lkiveta premer kivete, v kateri smo pomerili absorbanco vzorca.  
Sliki 10 in 11 prikazujeta obdelavo vzorcev v ultrazvočni kopeli in segrevanje vzorcev v 
termostatski enoti. Pri delu z vzorci smo pazili, da so bile centrifugirke čim manj 




Slika 10: Ekstrakcija klorofila a – vzorci v ultrazvočni kopeli 
 
Slika 11: Ekstrakcija klorofila a – segrevanje vzorcev v termostatski enoti 
 Spremljanje koncentracije hranil 
Prvi (t0) in zadnji dan (t9) poskusa smo določali koncentracijo celokupnega dušika 
(angl. total nitrogen – TN)  in fosfata (angl. total phosphate – TP) v vzorcih alg. S tem smo 
želeli dokazati, da hranila tekom poskusa niso bila omejujoč dejavnik (ne padejo pod kritično 
vrednost) za rast alg v vzorcih. Koncentracijo hranil smo določali s kivetnimi testi. Za 
celokupni fosfor smo uporabili testni komplet NANOCOLOR Test 0-55, ki je primeren za 
koncentracijsko območje od 5,0 do 50,0 mg/L P, za celokupni dušik pa komplet 
NANOCOLOR Test 0-88, primeren za območje koncentracij od 5 do 220 mg/L N. 
 Vzorčenje za analizo učinkovitosti odstranjevanja bisfenolov 
Vsak drug dan poskusa smo iz testnih erlenmajeric odpipetirali 50 mL vzorca v 
centrifugirke. Vzorčenje smo opravili za analizo učinkovitosti odstranjevanja BPs z algami, 
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ki jih je izvajal Inštitut Jožef Stefan (IJS). Na IJS so vzorce najprej centrifugirali, da so 
pridobili supernatant brez alg, saj bi alge ovirale nadaljnje analizne postopke. Sledila je 
ekstrakcija na trdni fazi (angl. solid-phase extraction – SPE), s čimer so dosegli 
koncentriranje BPs. Skoncentriran vzorec so analizirali s plinsko kromatografijo z masno 
spektrometrijo (angl. gas chromatography–mass spectrometry – GC-MS) in vrednotili 
zmanjšanje koncentracije posameznih BPs glede na njihovo začetno koncentracijo.  
 Preliminarni poskusi z algo Chlorella vulgaris in bakterijami 
iz aktivnega blata v kokulturi 
 Zasnova prvega preliminarnega poskusa  
V Tabeli 4 so zbrani podatki o zasnovi prvega preliminarnega poskusa s kokulturami z 
algami in bakterijami iz AB centralne ČN Ajdovščina. Bakterije so heterotrofi, zato smo v 
rastni medij BBM dodali organsko snov (1 g/L glukoze). Skupni volumen vsake poskusne 
mešanice je bil 50 mL. Volumne založnih kultur alg in bakterij, ki smo jih morali prenesti v 
poskusne mešanice, smo izračunali iz umeritvenih krivulj (Slika 13 in 15) in enačbe (2).  
Tabela 4: Zasnova prvega preliminarnega poskusa z algami (A) in bakterijami (B) iz 
aktivnega blata v kokulturi 
Razmerja 
A:B 
C. vulgaris (× 𝟐, 𝟓 ×
𝟏𝟎𝟔) celic/mL 
Bakterije*(× 𝟐, 𝟓 ×
𝟏𝟎𝟔) celic/mL Opombe 
Trajanje 
poskusa 
3:1 3 1 
Kokulture v BBM 
z 1 g/L glukoze. 
7 dni 
2:1 2 1 
1:1 1 1 
1:2 1 2 
1:3 1 3 
1:0 1 0 
Kontrola 1: 
miksotrofne alge 
(BBM z 1 g/L 
glukoze) 





*Uporabili smo čisto mešano bakterijsko kulturo dveh vrst bakterij iz aktivnega blata (glej poglavje 3.2). 
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 Zasnova drugega preliminarnega poskusa 
Pripravili smo BBM s koncentracijo glukoze 0,5 g/L in 1 g/L, da bi se približali realni 
povprečni koncentraciji KPK v KOV v Sloveniji. Kokulture z 0,5 g/L glukoze smo 
vzpostavili v dveh paralelkah, kokulture z 1 g/L glukoze pa v eni, saj smo za prvo paralelko 
upoštevali rezultate, pridobljene pri prvem preliminarnem poskusu. V Tabeli 5 so zbrani 
podatki o zasnovi drugega preliminarnega poskusa. 
Tabela 5: Zasnova drugega preliminarnega poskusa z algami (A) in bakterijami (B) iz 
aktivnega blata v kokulturi 
Razmerja* 
A:B Opombe 








Kokulture - 0,5 g/L glukoze (2 paralelki za vsako 
razmerje A:B) 
- 1 g/L glukoze (1× za 
vsako razmerje A:B) 






algami C. vulgaris 
*Ena enota alg/bakterij pomeni 2,5 × 106 celic/mL. 
 Postavitev preliminarnih poskusov in eksperimentalni 
pogoji 
Postavitev preliminarnih poskusov je bila enaka, kot je prikazano na Sliki 8 (poglavje 3.5.3). 
Poskusi so se odvijali na stresalniku PHOENIX instrument RS-OS 20 pri hitrosti mešanja 
160 rpm in povprečni intenziteti svetlobe 46 µmol/s m2.  
 Spremljanje rasti alg v preliminarnih poskusih s kokulturami 
Rast alg smo vrednotili na podlagi spreminjanja koncentracije klorofila a. Ekstrakcija 
klorofila a iz algnih celic je potekala po metodi, ki je opisana v poglavju 3.5.5, le da smo 
tokrat iz poskusnih mešanic odvzemali 2 mL vzorca, ker je bil skupni volumen poskusnih 
mešanic manjši kot v poskusu odstranjevanja BPs z monokulturo alg. Vzorčili smo vsak 
drug dan z izjemo vikenda, ko vzorčenja ni bilo. Koncentracijo klorofila a v kokulturah z 




 Poskus odstranjevanja bisfenolov s kokulturo alg in bakterij 
iz aktivnega blata in spremljanje vpliva bisfenolov na rastni 
profil alge C. vulgaris v kokulturi 
 Zasnova poskusa 
Steklovino smo pripravili na način, ki je opisan pod točko 3.5.1. Kot rastni medij smo 
uporabili BBM in mu uravnali pH na 6,6 z dodatkom 0,1 % vodne raztopine žveplove kisline. 
Razmerje med algami in bakterijami (A:B) v kokulturi je bilo 3:1, pri čemer so 3 enote alg 
pomenile 2,5 × 106 algnih celic/mL, da smo dosegli večjo primerljivost s prvim poskusom 
(odstranjevanje BPs z monokulturo alg). Volumen alg, ki smo ga morali prenesti v poskusne 
mešanice, smo izračunali na podlagi absorbance založne kulture pri 684 nm, umeritvene 
krivulje (Slika 13) in enačbe (2). Volumen bakterij iz AB smo izračunali na podlagi 
absorbance založne kulture pri 600 nm, umeritvene krivulje (Slika 15) in enačbe (2). V 
mešanici BPs je bilo 17 BPs (glej poglavje 3.5.2). Postavitev poskusa in poskusni pogoji so 
opisani v poglavju 3.5.3. V Tabeli 6 so zbrani podatki o zasnovi poskusa odstranjevanja BPs 
s kokulturo, na Sliki 12 pa je prikazana postavitev poskusa v laboratoriju. 











1, 2 in 3: Alge + 
BBM + BPs 
Rast miksotrofnih alg v 
prisotnosti BPs in 
odstranjevanje BPs z 
monokulturo alg 
0,5 g/L 500 mL 13 dni 
4: BPs v BBM  Abiotska kontrola 
5: Alge v BBM 
brez BPs  Kontrola rasti alg brez BPs 
6: Bakterije + 
BBM + BPs 
Kontrola odstranjevanja 
BPs z bakterijami  
7: Kokultura v 
BBM brez BPs 
(A:B = 3:1) 
Kontrola rasti alg v 
kokulturi brez BPs 
K1, K2 in K3: 
Kokulture v BBM 
z BPs (A:B = 3:1) 
Rast alg v kokulturah in 






Slika 12: Poskusne mešanice na stresalnikih v laboratoriju 
 Meritve tekom poskusa 
V Tabeli 7 so navedeni parametri, ki smo jih spremljali, pogostost spremljanja in metoda 
spremljanja oz. številka poglavja, kjer je že opisana metoda spremljanja parametrov.  
Tabela 7: Meritve tekom poskusa odstranjevanja bisfenolov s kokulturo 
Parameter Pogostost spremljanja Metoda  
Fizikalni parametri (temperatura, električna 
prevodnost, pH, vsebnost raztopljenega O2, 
oksido-redukcijski potencial) 
Vsak drug dan 
Merjenje s pomočjo 
ustreznih elektrod 
(poglavje 3.5.4) 
Vsebnost klorofila a Vsak drug dan 
Ekstrakcija iz algnih 
celic in merjenje 
absorbance (poglavje 
3.5.5)  
Koncentracija hranil (TP in TN) 
Prvi dan (t0) in 
zadnji dan 
poskusa (t13) 
Kivetni testi (poglavje 
3.5.6) 
 Rast alge Chlorella vulgaris v kokulturi z bakterijami iz 
algnega bazena 
 Zasnova poskusa 
Kokulture smo vzpostavili z dvema vrstama bakterij (temno oranžne in rdeče), ki smo jih 
osamili iz algnega bazena. Podatki o zasnovi poskusov so zbrani v Tabeli 8.  
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Tabela 8: Zasnova poskusov s kokulturami alg in bakterij iz algnega bazena 
Parametri Kokulture z oranžnimi bakterijami 
Kokulture z rdečimi 
bakterijami 
Trajanje poskusa 
9 dni (pridobili smo celotno 
rastno krivuljo za alge in 
bakterije) 
5 dni 
Razmerje med št. 




alg/bakterij Ena enota alg/bakterij = 2,5 × 10
6 celic/mL oz. CFU/mL 
Rastni medij Mešanica BBM in NB 
Poskusne mešanice 
Skupni volumen vsake poskusne mešanice je bil 50 mL: 
3 paralelke kokultur v BBM + NB 
Kontrola 1: alge v BBM + NB 
Kontrola 2: bakterije v BBM + NB 
*V kokulturah z algami C. vulgaris smo uporabili čiste monokulture bakterij iz algnega bazena. 
Volumen alg in bakterij, ki ustreza ciljni začetni koncentraciji celic, smo ponovno določili 
na podlagi absorbanc založnih kultur pri 684 nm oz. 600 nm, umeritvenih krivulj (Slike 13, 
19 in 20) in enačbe (2). Vso steklovino, rastni medij in konice za avtomatske pipete smo 
pred začetkom poskusa sterilizirali v avtoklavu (15 minut pri 121 °C). Postavitev poskusov 
je bila enaka, kot je opisano v poglavju 3.5.3. Odvijali so se na stresalniku PHOENIX 
instrument RS-OS 20 pri hitrosti mešanja 160 rpm in povprečni intenziteti svetlobe 46 
µmol/s m2.  
 Meritve tekom poskusa 
Rast alg smo vrednotili na podlagi sprememb v koncentraciji klorofila a, pri čemer smo 
uporabljali metodo, ki je opisana v poglavju 3.5.5. Vzorčenja za potrebe ekstrakcije 
klorofila a smo izvajali v aseptičnih pogojih vsak drug dan poskusa. Koncentracijo 
klorofila a smo določali v vseh kokulturah in v kontroli z algami.  
Rast bakterij smo spremljali z metodo štetja kolonij, ki so rastle na trdnih gojiščih NA. Vsak 
drug dan poskusa smo pripravili redčitvene vrste za vzorce iz erlenmajeric s kokulturami in 
za vzorec iz kontrole z bakterijami. Prvi dan poskusa smo pripravili redčitve do 10-7, nato pa 
smo obseg redčitev prilagajali glede na pričakovano število bakterijskih celic. Na trdna NA 
gojišča smo nanesli največ tri različne redčitve posameznega vzorca (npr. od 10-5 do 10-7). 
Vsako redčitev smo nanesli na gojišča v treh paralelkah. Po 24-urni inkubaciji pri 37 °C smo 
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prešteli kolonije ter rezultate izrazili kot povprečje v CFU/mL. Za izračun smo uporabljali 
enačbo (4). Celoten postopek je potekal v aseptičnih pogojih.  
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡.𝐶𝐹𝑈 𝑛𝑎 𝑝𝑙𝑜šč𝑖 𝑝𝑟𝑖 𝑛𝑒𝑘𝑖 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑣𝑖
100 𝜇𝐿 
× 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑎𝑧𝑟𝑒𝑑č𝑒𝑛𝑗𝑎 ×
1000𝜇𝐿
𝑚𝐿
= š𝑡. 𝐶𝐹𝑈/𝑚𝐿  (4) 
 Statistična analiza rezultatov 
Pri interpretaciji rezultatov smo za primerjavo dveh skupin podatkov in njihovih povprečij 
uporabljali Studentov T-test, ki je primeren za manjše skupine podatkov. Z njim smo 
preverili, ali se dve skupini podatkov pomembno razlikujeta ena od druge oz. ali gre za 
statistično značilno razliko med dvema skupinama podatkov. S T-testom smo izračunali 
p-vrednost in jo primerjali s kritično vrednostjo (tj. 0,05). Če je bila p-vrednost manjša od 
kritične vrednosti (p < 0,05), je to pomenilo, da obstaja manj kot 5 % verjetnost, da so 
podatki naključni oz. več kot 95 % verjetnost, da so podatki statistično pomembni. V vseh 
primerih primerjav podatkov je šlo za neparni T-test, saj podatki niso bili medsebojno 
odvisni. Uporabljali smo tako enostranski kot tudi dvostranski T-test (odvisno, kaj nas je pri 
posamezni primerjavi zanimalo). p-vrednost smo izračunali v programu Microsoft Office 
Excel in uporabili sledečo funkcijo (5): 
p = TTEST(matrika1;matrika2;repi;vrsta)      (5)     
V funkciji (5) matrika1 predstavlja prvi set podatkov in matrika 2 drugi set podatkov. Z repi 
definiramo, ali gre za enostranski ali dvostranski T-test, z vrsto pa definiramo, ali gre za 





 Umeritvene krivulje za algo Chlorella vulgaris in bakterije iz 
aktivnega blata  
Umeritvene krivulje smo določili zato, da smo pred pripravo poskusnih mešanic lahko 
izračunali, kakšen volumen založne kulture alg ali bakterij iz AB moramo prenesti v 
poskusno mešanico, da bomo dosegli želeno začetno koncentracijo. Spodaj so prikazane 
umeritvene krivulje za C. vulgaris (Slika 13) in za bakterije iz AB (Slika 14 in 15). 
 
Slika 13: Umeritvena krivulja za algo C. vulgaris 
 
Slika 14: Umeritvena krivulja za bakterije iz aktivnega blata, pridobljena z metodo štetja 
kolonij pri različnih redčitvah vzorca 










































Slika 15: Umeritvena krivulja za bakterije iz aktivnega blata, pridobljena po metodi štetja 
celic pod mikroskopom 
Umeritveni krivulji na Slikah 14 in 15 nista enaki. Glede na korelacijski koeficient R2 je 
umeritvena krivulja na Sliki 15 bolj natančna, saj je povezava med št. celic/mL in absorbanco 
vzorca večja kot povezava med CFU/mL in absorbanco. Pri metodi štetja kolonij na trdnih 
gojiščih smo pri posamezni redčitvi vzorca dobili večje število celic kot pri metodi štetja 
celic pod mikroskopom, kar lahko vidimo na Sliki 16, kjer je oranžna premica v primerjavi 
z modro bolj strma. V poskusih smo uporabljali umeritveno krivuljo na Sliki 15. 
 
Slika 16: Koncentracija bakterij v aktivnem blatu pri metodi štetja celic pod mikroskopom 
in metodi štetja kolonij na gojiščih  
 




























































Št. Celic/ mL CFU/mL
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 Umeritvene krivulje za bakterije iz algnega bazena 
Iz vzorca vode iz algnega bazena smo osamili sedem različnih vrst bakterij (na gojiščih NA 
je poraslo 7 različnih tipov kolonij), ki smo jih gojili v NB gojišču (Slika 17). V NB gojišču 
so rastle v bolj ali manj izrazitih skupkih ali pa v biofilmih. 
 
Slika 17: Bakterije iz algnega bazena v Nutrient Broth gojišču 
Pri izdelavi umeritvenih krivulj z metodo štetja kolonij na gojiščih smo imeli težave, ker so 
bakterije tudi na NA gojiščih rastle v skupkih (Slika 18). Razmaze vzorcev na NA gojišča 
pri različnih redčitvah smo večkrat ponavljali, vendar se je problem pri večini bakterijskih 
kultur ponavljal (izjema so bile temno oranžne in rdeče bakterije). 
 
Slika 18: Primera rasti bakterijskih kolonij v skupkih 
Pri izdelavi umeritvenih krivulj z metodo štetja celic pod mikroskopom smo imeli težave z 
vsemi bakterijskimi kulturami. Pod mikroskopom so bili vidni skupki obarvanih bakterijskih 
celic, poleg tega pa so bile celice zelo majhne, zato je bilo težko določiti njihove oblike (koki 
ali palčke) in jih šteti tudi pri 1000 × povečavi. Zaradi omenjenih težav smo naredili 
umeritveni krivulji za dve vrsti izoliranih bakterij, in sicer za bakterije temno oranžne in 
rdeče barve, ki smo jih lahko dovolj natančno kvantificirali z metodo štetja kolonij na NA 
gojiščih. Obe vrsti bakterij smo kasneje uporabili v kokulturi z algo C. vulgaris. Tako za 
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temno oranžne bakterije (Slika 19), kot tudi za rdeče bakterije (Slika 20), smo naredili 
umeritvene krivulje v dveh ponovitvah pod enakimi pogoji (oznaki I in II na Slikah 19 in 
20), nato pa določili povprečno umeritveno krivuljo, ki smo jo uporabljali za pripravo 
poskusnih mešanic.  
 
Slika 19: Umeritvene krivulje za temno oranžne bakterije iz algnega bazena 
 
Slika 20: Umeritvene krivulje za rdeče bakterije iz algnega bazena 
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 Prvi poskus – spremljanje vpliva bisfenolov na rastni profil 
alge Chlorella vulgaris 
Krivulje spreminjanja števila algnih celic (Slika 21) in spreminjanja koncentracije 
klorofila a (Slika 22) skozi čas imajo podoben trend naraščanja. Spremembe v koncentraciji 
klorofila a sledijo naraščanju števila algnih celic. Rastni vzorec alg v prisotnosti BPs je 
podoben rastnemu vzorcu alg v kontroli, tudi spreminjanje koncentracije klorofila a je pri 
algah v prisotnosti BPs podobno kot v kontroli. V mediju z BPs je rast alg v povprečju 
nekoliko hitrejša kot v kontroli, vendar ne gre za statistično značilno razliko (p > 0,05). 
 
Slika 21: Rast C. vulgaris v prisotnosti BPs v primerjavi z rastjo v mediju brez BPs 
 















































Alge + BPs Alge
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Prvi (dan 0) in zadnji poskusa (dan 9) smo določili koncentracijo TP in TN v vzorcih, da bi 
dokazali, da hranila niso bila omejujoč dejavnik za rast C. vulgaris. Na Slikah 23 in 24 je 
razvidno, da ni izrazitih razlik v koncentraciji celokupnega fosfata in dušika med dnevom 0 
(pričetek poskusa) in dnevom 9 (konec poskusa).  
 
Slika 23: Sprememba v koncentraciji celokupnega fosfata 
 
















































 Preliminarni poskusi s kokulturami  
 Rast alge C. vulgaris v kokulturi z bakterijami iz aktivnega 
blata v prvem preliminarnem poskusu 
Spreminjanje koncentracije klorofila a v prvem preliminarnem poskusu z algo C. vulgaris v 
kokulturi z bakterijami iz AB pri različnih razmerjih med številom celic alg in bakterij ter 
koncentraciji glukoze 1 g/L je prikazano na Sliki 25. Rast alg C. vulgaris je bila glede na 
spremembe koncentracije klorofila a najboljša v kontroli (alge v BBM z glukozo), kjer so 
alge zaradi dodane organske snovi rastle kot miksotrofi. V tem primeru smo izmerili najvišjo 
koncentracijo klorofila a (15 µg/mL), kar je skoraj dvakrat več kot v avtotrofnih pogojih 
(alge + BBM), kjer je bila najvišja izmerjena koncentracija klorofila a enaka 8,57 µg/mL. 
Če izključimo kontrole z algami v BBM oz. BBM in glukozi in primerjamo le rast alg v 
kokulturah, so alge najbolje rastle pri razmerju 1:3, kjer je bila najvišja izmerjena 
koncentracija klorofila a na 5. dan poskusa enaka 11,04 µg/mL, nato pa so sledila razmerja 
1:2, 2:1, 3:1 in 1:1. Alge v kokulturah in miksotrofni kontroli so med dnevoma 4 in 5 prešle 
v stacionarno fazo rasti, medtem ko je koncentracija klorofila a v avtotrofni kontroli od 
dneva 5 do 7 še vedno naraščala, a počasneje. 
 


































 Rast alge C. vulgaris v kokulturi z bakterijami iz aktivnega 
blata v drugem preliminarnem poskusu pri različnih 
koncentracijah glukoze 
Spreminjanje koncentracije klorofila a v posamezni kokulturi z 1 g/L glukoze v drugem 
preliminarnem poskusu je prikazano na Sliki 26 in služi primerjavi rezultatov prvega 
preliminarnega poskusa (Slika 25). Koncentracija klorofila a je bila tudi tokrat izrazito višja 
v kontroli (alge kot miksotrofi, razmerje 1:0) kot v kokulturah z bakterijami iz AB in je 
zadnji dan poskusa dosegla vrednost 15,86 µg/mL. 7. dan poskusa je koncentracija 
klorofila a znašala 14,76 µg/mL, kar je primerljivo s prvim preliminarnim poskusom. V 
kokulturah je bil trend naraščanja klorofila a podoben ne glede na razmerje med številom 
celic alg in bakterij. Razlike v spreminjanju koncentracije klorofila a med posameznimi 
kokulturami niso statistično značilne (p > 0,05). Kljub temu je bila koncentracija klorofila a 
v kokulturi z razmerjem med algami in bakterijami 3:1 na dan 5 rahlo višja v primerjavi z 
ostalimi kokulturami. Ob koncu poskusa (dan 11) je koncentracija klorofila a dosegla 
najvišjo vrednost pri razmerju 1:3 (6,52 µg/mL) v primerjavi s približno 4,7 µg/mL v ostalih 
dveh kokulturah. Krivulji spreminjanja koncentracije klorofila a v kontroli z algami v BBM 
z glukozo sta si v obeh preliminarnih poskusih podobni, medtem ko se krivulje za kokulture 
v drugem poskusu razlikujejo od tistih v prvem poskusu.  
 























Razmerje A:B = 3:1 (II) Razmerje A:B = 1:1 (II) Razmerje A:B = 1:3 (II) 1:0 (II)
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Slika 27 prikazuje, kako se je v povprečju spreminjala koncentracija klorofila a v kokulturah 
pri koncentraciji glukoze 0,5 g/L, saj smo vsako kokulturo vzpostavili v dveh paralelkah. 
C. vulgaris je v povprečju ponovno hitreje rastla v miksotrofni kontroli (razmerje 1:0) kot v 
kokulturah z bakterijami iz AB, vendar razlika ni statistično značilna (p > 0,05). Med 
kokulturami je koncentracija klorofila a v povprečju dosegla najvišjo vrednost pri razmerju 
3:1 (7,35 µg/mL na 7. dan), vendar razlika glede na ostale kokulture ni statistično značilna 
(p > 0,05). Tudi v kokulturah 1:1 in 1:3 v povprečju ni bilo statistično značilnih razlik med 
koncentracijami klorofila a. Izjema je le 5. dan poskusa, ko je bila koncentracija klorofila a 
pri razmerju 1:1 višja (5,32 µg/mL) glede na 1:3 (4,21 µg/mL), vendar je potem padla in 
spet narastla, kar je lahko posledica napake v meritvi koncentracije klorofila a na 5. ali 7. 
dan poskusa. 
V drugem preliminarnem poskusu je bilo tako pri koncentraciji glukoze 1 g/L (Slika 26) kot 
tudi 0,5 g/L (Slika 27) z vidika tvorbe klorofila a med kokulturami najboljše razmerje 3:1. 
Najvišja koncentracija klorofila a v mediju z 0,5 g/L glukoze je bila višja (7,35 µg/mL) v 
primerjavi z najvišjo koncentracijo v mediju z 1 g/L glukoze (6,02 µg/mL).  
 
Slika 27: Tvorba klorofila a v kokulturah z 0,5 g/L glukoze v drugem preliminarnem 
poskusu (povprečne krivulje) 
Različna intenzivnost rasti alg v posamezni kokulturi pri različnih koncentracijah glukoze v 
rastnem mediju je razvidna tudi s prostim očesom, saj je intenzivnost zelene obarvanosti 
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Slika 28: Obarvanost kokultur pri različnih razmerjih med algami in bakterijami v mediju 
z različnimi koncentracijami glukoze 
 Drugi poskus – rast Chlorelle vulgaris v kokulturi z 
bakterijami iz aktivnega blata ob prisotnosti bisfenolov 
BPs niso povzročili statistično značilnih razlik v koncentracijah algnih celic (p > 0,05), kar 
velja tako za rast alg v kokulturah, kot tudi v monokulturi (Slika 29). Oranžna in modra 
krivulja kažeta zelo podoben trend naraščanja koncentracije algnih celic tekom 13-dnevnega 
poskusa. V obeh primerih so alge prešle v stacionarno fazo rasti po 6 dneh. Alge so v 
kokulturah z bakterijami v povprečju rastle počasneje kot v monokulturi, vendar razlika ni 
statistično značilna (p > 0,05). Na 13. dan poskusa so alge v kokulturi dosegle enako 
koncentracijo celic kot v monokulturi. V primerjavi s prvim poskusom (C. vulgaris v 
avtotrofnem metabolizmu – Slika 21) je C. vulgaris v miksotrofnem metabolizmu rastla 
hitreje tako v kokulturah, kot tudi brez bakterij, ne glede na prisotnost BPs (p < 0,05). 
 
































BPs niso povzročili statistično značilnih razlik v tvorbi klorofila a v celicah C. vulgaris 
(Slika 30, p > 0,05). V kokulturah je bila koncentracija klorofila a tekom 13-dnevnega 
poskusa nižja v primerjavi s koncentracijo v monokulturi alg, vendar razlika ni statistično 
značilna (p > 0,05). Koncentracije klorofila a so bile tekom celotnega poskusa v vseh 
poskusnih mešanicah višje v primerjavi s koncentracijami v prvem poskusu (p < 0,05). Ob 
koncu prvega poskusa (po 9 dneh – Slika 22) je koncentracija klorofila a v prisotnosti BPs 
dosegla vrednost 6,48 µg/mL oz. 5,96 µg/mL brez BPs. Pri drugem poskusu je koncentracija 
klorofila a v monokulturi alg v prisotnosti BPs že po 8 dneh dosegla vrednost 10,77 µg/mL 
oz. 11,68 µg/mL brez BPs (Slika 30).  
 
Slika 30: Spreminjanje koncentracije klorofila a v kokulturah z bisfenoli in kontrolah  
Slika 31 služi primerjavi spreminjanja koncentracije klorofila a v algnih celicah v različnih 
rastnih pogojih in združuje rezultate prvega in drugega poskusa z BPs. C. vulgaris je 
najhitreje rastla v monokulturi v miksotrofnih pogojih (v BBM z glukozo) in dosegla najvišje 
vrednosti klorofila a v celicah. V monokulturi v avtotrofnih pogojih (BBM brez glukoze) je 
rastla najpočasneje in dosegla najnižje koncentracije klorofila a. Alge so v kokulturi z 
bakterijami prav tako rastle kot miksotrofi, vendar je bila v tem primeru koncentracija 
































Slika 31: Spreminjanje koncentracije klorofila a pri algi C. vulgaris v različnih rastnih 
pogojih 
 Primerjava učinkovitosti odstranjevanja bisfenolov v različnih 
laboratorijskih bioreaktorjih 
Učinkovitost odstranjevanja BPs z višjim log Kow iz vodne faze kulture je bila večja v 
primerjavi z učinkovitostjo odstranjevanja BPs z nižjim log Kow, kar je prikazano na Sliki 
32. Razlika je najbolj očitna pri tistih BPs, ki imajo vrednost log Kow večje od 4,86 (izjema 
sta 4,4'BPF in BPC). Učinkovitost odstranjevanja BPs, ki imajo log Kow manjši od 4,86, je 
bila od 15 do 45 % (izjema sta 4,4'BPF in BPC). Razlika v učinkovitosti odstranjevanja BPs 
med različnimi načini kultivacije alg (kokultura z bakterijami, avtotrofna monokultura, 
miksotrofna monokultura) je bila najbolj očitna pri BPs BPS, 4,4'BPF, BPC2, BPAF, BPBP, 
BPFL, BPM, BPP in BPPH. Učinkovitost odstranjevanja BPS je bila večja v bioreaktorju s 
C. vulgaris v miksotrofnih pogojih kot v bioreaktorju z algami v avtotrofnih pogojih. 
4,4'BPF se je bistveno bolj učinkovito odstranil s C. vulgaris v miksotrofnih pogojih (67 %) 
in s kokulturo (87 %) v primerjavi s sistemom, kjer so bile alge kot avtotrofi (27 %). BPC2 
so miksotrofne alge v večji meri odstranile iz vodne faze (43 %) kot avtotrofne alge (26 %). 
Pri BPAF ni statistično značilne razlike v učinkovitosti odstranjevanja med različnimi načini 
kultivacije alg. BPBP in BPFL sta se izrazito bolje odstranila v kokulturi in z miksotrofnimi 
algami kot z avtotrofno C. vulgaris. BPM so alge bolje odstranile v miksotrofnih pogojih v 
primerjavi s kokulturo in algami v avtotrofnih pogojih. Pri BPP je bila razlika v učinkovitosti 




















avtotrofne alge miksotrofne alge alge v kokulturi
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Učinkovitost odstranjevanja BPPH je bila v kokulturi in z miksotrofno C. vulgaris skoraj 
100 % in s tem boljša od učinkovitosti odstranjevanja z algami v avtotrofnih pogojih. Izmed 
vseh BPs v poskusu so se iz vodne faze najbolje (skoraj v celoti) odstranili BP26DM, BPM, 
BPP in BPPH, ne glede na način kultivacije C. vulgaris.  
 
Slika 32: Učinkovitost odstranjevanja bisfenolov v različnih laboratorijskih bioreaktorjih 
Prvi (dan 0) in zadnji poskusa (dan 13) smo določili koncentracijo TP (Slika 33) in TN 
(Slika 34) v vzorcih in s tem dokazali, da hranila niso bila omejujoč dejavnik za rast 
C. vulgaris.  
 

































Slika 34: Sprememba v koncentraciji celokupnega dušika v kokulturah in kontrolah 
 Spremljanje rasti Chlorelle vulgaris in bakterij iz algnega 
bazena v kokulturi  
 Chlorella vulgaris v kokulturi z oranžnimi bakterijami 
Tekom 9-dnevnega poskusa se je zaradi rasti alg in bakterij spreminjala obarvanost NB 
medija v erlenmajericah (erlenmajerice s kokulturami so označene s številkami), kar je 
prikazano na Sliki 35.  
 
Slika 35: Spreminjanje obarvanosti medija zaradi rasti alg in oranžnih bakterij iz algnega 



























NB medij je bil v osnovi zlatorumene barve. Kontrola z bakterijami je bila v začetni fazi 
poskusa izrazito oranžne barve, kontrola z algami pa zelene barve. S časom je intenzivnost 
obarvanja v kontrolnih erlenmajericah upadla. Mešanice s kokulturami so bile na 2. dan 
poskusa zelenooranžno obarvane, saj so bile na tej stopnji poskusa alge in bakterije v fazi 
najintenzivnejše rasti. Na 5. dan je prevladala zelena barva, saj je rast bakterij upadla hitreje 
kot rast alg. Na 7. in 9. dan poskusa so bile tako alge kot bakterije že v fazi umiranja. 
Vizualna opažanja se ujemajo z rezultati meritev koncentracije klorofila a in spremembami 
v koncentraciji bakterijskih celic tekom 9-dnevnega poskusa. 
Povprečno spreminjanje koncentracije klorofila a v kokulturah in kontroli je prikazano na 
Sliki 36, iz katere je razvidno, da ni bilo statistično značilnih razlik v koncentracijah 
klorofila a med kontrolo z algami in kokulturami (p = 0,884). Rast alg C. vulgaris v 
kokulturah je glede na koncentracije klorofila a primerljiva z rastjo alg v kontroli. V tem 
primeru bakterije iz algnega bazena niso pospešile rasti alg, kljub temu pa niso povzročile 
izrazite inhibicije rasti alg. Na podlagi sprememb v koncentraciji klorofila a vidimo 
posamezne faze rasti. Tako v kontroli kot v kokulturah so posamezne faze rasti potekale v 
istih časovnih intervalih; npr. koncentracija klorofila a je naraščala, stagnirala ali upadala na 
iste dni. Bakterije v kokulturah v povprečju niso vplivale na trajanje posamezne faze rasti 
alg glede na kontrolo.  
  
Slika 36: Povprečno spreminjanje koncentracije klorofila a v kokulturah v primerjavi s 
kontrolo (I) 
Povprečno spreminjanje koncentracije bakterijskih celic v kokulturah in kontroli je 



























kontrola alge povprečni klorofil v kokulturah
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celic 2,5 × 106 CFU/mL, ki smo jo ob pričetku poskusa želeli prenesti v kokulture in 
kontrolo. Izračunali smo volumen bakterijske kulture, ki ga moramo za poskus prenesti v 
erlenmajerice, da v teoriji dosežemo želeno začetno koncentracijo bakterij. Na dan 0 so 
namreč bakterijske kolonije na gojiščih zrastle v skupkih/grozdih in jih ni bilo mogoče 
natančno prešteti, zato smo vzeli oceno, da jih je bilo na dan 0 v poskusnih mešanicah toliko, 
kot naj bi jih v teoriji prenesli vanje. Koncentracija bakterijskih celic se je v kokulturah in v 
kontroli precej podobno spreminjala skozi čas. Prisotnost alg ni povzročila hitrejše ali 
počasnejše rasti bakterij, saj ni statistično značilnih razlik v koncentracijah bakterijskih celic 
med kokulturami in kontrolo (p = 0,929). Če primerjamo rast alg C. vulgaris in bakterij iz 
algnega bazena (Slika 36 in 37), vidimo, da so bakterije prešle v fazo umiranja prej (po dveh 
dneh) kot alge (po petih dneh), vendar to ni posledica vpliva alg na bakterije in obratno, saj 
se enak trend kaže tudi v kontrolah. 
 
Slika 37: Povprečno spreminjanje koncentracije bakterijskih celic v kokulturah v 
primerjavi s kontrolo (I) 
 Chlorella vulgaris v kokulturi z rdečimi bakterijami 
Tekom poskusa se je zaradi rasti alg in bakterij spreminjala obarvanost NB medija v 































Slika 38: Spreminjanje obarvanosti medija zaradi rasti alg in rdečih bakterij iz algnega 
bazena v kokulturi  
Na dan 0 na gojiščih z redčitvami vzorcev od 10-5 do 10-7 praktično ni bilo porastlih kolonij 
rdeče barve. Na dan 2 so na gojiščih z vzorci iz kokultur porastle kolonije rdeče in bele barve 
(Slika 39 – B), kar pomeni, da v kokulturah nismo imeli samo ene vrste bakterij. Bakterije, 
ki tvorijo bele kolonije, so se v kokulturah bolj razrastle v primerjavi z bakterijami, ki tvorijo 
rdeče kolonije. Na gojišču z vzorcem iz kontrolne erlenmajerice (bakterije brez alg) so 
porastle samo kolonije rdeče barve (Slika 39 – A), in sicer v veliko večjem številu kot na 
gojiščih z vzorci iz kokultur. Na dan 5 v kokulturah ni bilo več bakterij z rdečimi kolonijami, 
na gojiščih so porastle samo še bele kolonije. Bakterije z belimi kolonijami so očitno 
prevladale nad bakterijami z rdečimi kolonijami in jim onemogočile rast. Na gojišču z 
vzorcem iz kontrolne erlenmajerice so na dan 5 zopet porastle samo kolonije rdeče barve, 
vendar v manjšem številu glede na dan 2, kar pomeni, da so bile že v fazi umiranja. 
Bakterijska kultura v kontroli je ostala čista tekom celotnega poskusa, česar ne moremo trditi 
za bakterijske kulture v kokulturah.  
 




C. vulgaris je brez bakterij rastla hitreje kot v kokulturi z rdečimi bakterijami iz algnega 
bazena, saj so bile koncentracije klorofila a v kontroli z algami tekom poskusa višje kot v 
kokulturah (Slika 40). Razlike v koncentracijah klorofila a so bile na dan 2 in dan 5 tudi 
statistično značilne (p < 0,05). V kokulturah je koncentracija klorofila a od dneva 2 naprej 
stagnirala. 
 
Slika 40: Povprečno spreminjanje koncentracije klorofila a v kokulturah v primerjavi s 
kontrolo (II) 
Za začetno točko (oz. dan 0) na Slikah 41 in 42 smo določili teoretično koncentracijo 
bakterijskih celic (2,5 × 106 CFU/mL), ki smo jih želeli prenesti v tekoč medij ob pričetku 
poskusa. Na gojiščih, kamor smo nanesli vzorce na dan 0, namreč nismo mogli prešteti 
kolonij, saj so bile plošče praktično prazne. Tako kot alge so tudi bakterije iz algnega bazena 
hitreje rastle v monokulturi kot v kokulturi. Bakterije so na dan 2 dosegle najvišjo 
koncentracijo, in sicer  3,77 × 109 CFU/mL v kontroli (Slika 42) ter povprečno 1,56 × 108 
CFU/mL v kokulturah (Slika 41). Koncentracije bakterij v kokulturah so tekom poskusa 
ostale na dokaj nizki ravni v primerjavi s koncentracijo bakterij v kontroli. Ob koncu poskusa 
(dan 5) je koncentracija bakterij v kontroli padla na 1,06 × 107 CFU/mL. Vzorce iz kokultur 
smo na dan 5 nacepili na gojišča NA pri redčitvah 10-5 in 10-6, vendar pri teh redčitvah ni 
zrastla nobena rdeča kolonija, zato smo na Sliki 41 prikazali samo koncentracijo bakterij na 
































Slika 41: Spreminjanje koncentracije bakterijskih celic v kokulturah (II) 
 



























































BPs v raziskavi niso imeli statistično značilnega vpliva na koncentracijo celic in tvorbo 
klorofila a v celicah C. vulgaris, zato lahko potrdimo hipotezo, da BPs, v koncentracijah, 
značilnih za KOV, ne povzročijo inhibicije rasti mikroalg C. vulgaris. Hipotezo, da 
C. vulgaris raste hitreje v kokulturi z bakterijami, smo ovrgli, saj je C. vulgaris v kokulturah 
z bakterijami večinoma rastla počasneje ali enako hitro. Hitrost rasti alg in s tem naraščanja 
koncentracije klorofila a v kokulturah je bila posledica razpoložljive glukoze v rastnem 
mediju in ne pozitivnega vpliva bakterij. V primerih, kjer smo opazili statistično značilne 
razlike v učinkovitosti odstranjevanja BPs med različnimi načini kultivacije C. vulgaris, so 
bile večinoma najbolj učinkovite mikroalge v monokulturi v miksotrofnih pogojih in ne v 
kokulturi z bakterijami, kot smo predpostavili. Ugotovili smo, da imajo AT potencial za 
čiščenje BPs iz vodnega medija, kar je bil tudi cilj te raziskave.  
Osamitev bakterij iz aktivnega blata in določitev umeritvenih krivulj 
Bakterij, ki smo jih izolirali iz AB centralne ČN Ajdovščina, nismo natančno identificirali. 
Glede na tip ČN sklepamo, da so bile v vzorcu predvsem aerobne bakterije, ki pridejo v ČN 
z OV. Pri izdelavi umeritvene krivulje za bakterije iz AB smo uporabili dve metodi. Obe 
imata svoje prednosti in slabosti. Pri metodi štetja kolonij na trdnih gojiščih z različnimi 
redčitvami vzorcev preštejemo samo žive celice. Nasprotno lahko pri metodi štetja 
bakterijskih celic v razredčenih vzorcih pod svetlobnim mikroskopom preštejemo žive in 
mrtve celice, saj nam opazovanje mikroorganizmov pod svetlobnim mikroskopom ne 
omogoča razlikovanja med živimi in mrtvimi celicami. S tem naredimo napako, saj lahko 
kot rezultat dobimo večje število bakterijskih celic, čeprav nekatere izmed njih niso žive in 
tako nimajo vloge v poskusih. V poskusne mešanice v tem primeru prenesemo manjše 
število aktivnih bakterij, kot teoretično izračunamo. Kljub temu je prednost metode štetja 
celic pod mikroskopom v tem, da lahko preštejemo več različnih redčitev (npr. od 10-3 do 
10-8) in se s tem izognemo ekstrapolaciji rezultatov, kar ne velja za metodo štetja kolonij na 
gojiščih. Pri slednji namreč preštejemo kolonije na gojiščih s tistimi redčitvami vzorcev, kjer 
je njihovo število števno (med 30 in 300 CFU), kar se navadno zgodi pri eni do dveh 
redčitvah, nato pa rezultat (v CFU/mL) na osnovi ene ali dveh redčitev vzorca 
ekstrapoliramo na preostale. Zaradi navedenih prednosti in slabosti posamezne metode smo 
se odločili, da bomo v poskusih s C. vulgaris v kokulturi z bakterijami iz AB uporabljali 
umeritveno krivuljo, ki smo jo pridobili z metodo štetja celic pod mikroskopom. Odločitev 
59 
 
je podkrepilo tudi dejstvo, da smo pri metodi štetja kolonij na gojiščih dobili večje število 
celic kot pri metodi štetja celic pod mikroskopom, kar se teoretično ne bi smelo zgoditi. 
Poleg tega so bile bakterijske celice pod mikroskopom jasno vidne (enakomerne oblike in 
velikosti, niso tvorile skupkov), zato smo bolj zaupali rezultatu, ki smo ga pridobili z metodo 
štetja celic pod mikroskopom.  
Določitev umeritvenih krivulj za bakterije iz algnega bazena in spremembe 
bakterijskih kultur tekom gojenja 
Za bakterije iz algnega bazena smo želeli narediti umeritveno krivuljo po obeh prej opisanih 
metodah. Pri metodi štetja kolonij na gojiščih smo imeli težave, ker so rastle združene v 
skupke in jih nismo mogli natančno prešteti. Težavo smo poskusili večkrat odpraviti in 
izboljšati postopek dela, zato smo vzorce pri pripravi redčitvene vrste najprej dlje časa 
mešali na vorteksu (10 sekund), preden smo jih prenašali iz ene epruvete v drugo. Na ta 
način smo želeli vzorce čim bolj homogenizirati in razbiti skupke bakterij, ki so bili vidni že 
v tekočem hranljivem gojišču NB, kjer smo bakterije gojili. Drugi razlog za rast kolonij v 
skupkih bi lahko bil v tem, da so se vzorci po nanosu na NA gojišča zelo hitro vpili vanje. 
Sprva smo namreč vsako redčitev vzorca nanesli na gojišča v treh paralelkah in nato naredili 
razmaze vseh treh paralelk ene redčitve naenkrat, potem pa postopek ponovili za novo 
redčitev vzorca. Tako je med nanosom vzorca na gojišče in razmazom vzorca minil krajši 
čas (približno 40 sekund). Ta čas bi bil morda lahko dovolj dolg, da se je vzorec že nekoliko 
absorbiral v gojišče in ga nismo mogli enakomerno razmazati. Da bi izključili ta dejavnik, 
smo vsako redčitev vzorca najprej intenzivno premešali na vorteksu in nato še s 
pipetiranjem. Za tem smo vzorec takoj nanesli na NA gojišče in razmazali ter postopek 
ponovili za naslednjo paralelko iste redčitve vzorca. S tem smo skrajšali čas med nanosom 
vzorca na gojišče in razmazom ter s tem zmanjšali verjetnost absorbcije vzorca v gojišče. 
Tretji razlog za rast kolonij v skupkih bi lahko bila prevelika vlažnost gojišč, kar bi nam prav 
tako utegnilo preprečevati enakomeren razmaz vzorcev. Sprva smo namreč toplo gojišče 
vlili v petrijevke, le-te pokrili in počakali, da se gojišča strdijo. V tem primeru se je pokrov 
petrijevk orosil zaradi ujete vlage, ki je prihajala od toplega gojišča. Da bi odpravili 
ponavljajoče težave, smo petrijevke z vlitimi gojišči nekaj minut pustili odprte tik ob 
gorilniku, da bi odvečna vlaga v času strjevanja gojišča izhlapela. Kljub izboljšavam 
postopka izdelave umeritvenih krivulj za bakterije iz algnega bazena, smo bili izmed sedmih 
vrst izoliranih bakterij uspešni le pri dveh (oranžnih in rdečih). Morda vrste bakterij, ki smo 
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jih izolirali iz algnega bazena, niso primerne za gojenje v laboratoriju ali pa jim temperatura 
inkubacije (37 °C) ne ustreza. García in sodelavci (2017) so analizirali mikrobiološko 
združbo v odprtih fotobioreaktorjih z algami in bakterjami ter ugotovili, da v njih 
prevladujejo bakterije iz debla Proteobakterij, kamor sodijo npr. Rhizobium in 
Nitrosomonas, ki bi lahko bile prisotne tudi v vzorcih te raziskave. Optimalna temperatura 
za rast bakterij iz rodu Rhizobium je 28 °C (Ekundayo et al., 2019), za bakterije iz rodu 
Nitrosomonas pa 35 °C (Grunditz in Dalhammar, 2001), kar lahko pomeni, da je bila 
temperatura v poskusu v okviru magistrskega dela previsoka. Pri metodi štetja bakterijskih 
celic pod svetlobnim mikroskopom smo imeli težave s štetjem, ker so bile celice izredno 
majhne in posledično slabo vidne. V več primerih so tvorile skupke, ki jih kljub 
intenzivnemu mešanju vzorcev nismo mogli razbiti, zato smo to metodo opustili, ker nam ni 
omogočala dovolj natančne kvantifikacije bakterijskih celic. Kljub težavam pri izdelavi 
umeritvenih krivulj, smo vse vrste osamljenih bakterij vzdrževali v tekočem hranljivem 
gojišču NB. Opazili smo, da so se bakterije v času trajanja poskusov (obdobje 3 mesecev) 
spreminjale, čeprav smo jih redno prenašali v sveže gojišče. Spreminjala se je intenziteta 
obarvanosti gojišča (bakterije so tvorile kolonije različnih barv, kar se je odražalo tudi v 
obarvanosti gojišč) in način tvorjenja biofilmov. Včasih je imel biofilm obliko debelejše 
plasti, ki je plavala v tekočini, drugič pa so se bakterije združevale v skupke, podobne 
kosmičem. Razlike so se pojavljale tudi pri umeritvenih krivuljah za posamezno vrsto 
bakterij, saj smo kljub večkratnim ponovitvam (pod istimi pogoji) vsakič dobili nekoliko 
drugačno enačbo umeritvene krivulje. Za nadaljnje poskuse smo izbrali tiste vrste bakterij, 
ki so imele najbolj ponovljive umeritvene krivulje. Ena od omejitev te raziskave je, da 
mikroorganizme iz okoljskih vzorcev težko standardiziramo, kar že v osnovi predstavlja 
večjo možnost variacij med posameznimi rezultati. Izoliranih vrst bakterij nismo mogli šteti 
pod svetlobnim mikroskopom, zato bi morali v prihodnosti prilagoditi metodo in uporabljati 
drugačen mikroskop (npr. fluorescenčni, da bi povečali ločljivost bakterijskih celic ali 
elektronski). Težave s kvantifikacijo bakterijskih celic bi morda lahko rešili z ultrazvočno 
obdelavo vzorcev, da bi na ta način razbili skupke bakterij v tekočem mediju. Mahvi in 
sodelavci (2005) navajajo, da lahko ultrazvok razbije skupke bakterij, poleg tega pa jih lahko 
inaktivira. Zaradi tveganja poškodbe bakterijskih celic bi morali opraviti več predhodnih 
analiz, da bi določili pogoje, pod katerimi bi bila ultrazvočna obdelava vzorcev mogoča brez 
škodljivih posledic za celice. Tekom raziskovalnega dela nismo imeli opreme oz. sredstev, 
ki bi nam omogočali identifikacijo bakterij, ki smo jih izolirali iz AB centralne ČN in algnega 
bazena, zato to predstavlja omejitev raziskave. Za izolacijo in gojenje bakterij smo 
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uporabljali splošne rastne medije, gojišča in temperaturne režime, kar pomeni, da rastni 
pogoji morda niso bili optimalni za vrste bakterij, ki smo jih osamili iz vzorcev. Posledično 
je lahko prišlo do sprememb v bakterijskih kulturah (npr. mutacije), s katerimi so se bakterije 
zaščitile pred neugodnimi pogoji. O primeru, ko je v bakterijski kulturi prišlo do sprememb, 
poročajo Alban in sodelavci (2000), ki so v študiji spremljali morfološke spremembe in 
spremembe v sintezi proteinov pri bakterijah Borrelia burgdorferi. Do sprememb je prišlo 
zaradi pomanjkanja ključnih hranil (seruma) v poskusnih medijih. Bakterijske celice so se 
pričele zvijati v vozle, izgubile so gibljivost, nazadnje pa tvorile ciste. Do takšnih sprememb 
celic lahko pride tudi zaradi izpostavljenosti fiziološkemu stresu (npr. spremembe pH, 
izčrpavanje metabolitov in staranje) (Alban et al., 2000), kar se je morda dogajalo tudi v 
poskusu te raziskave. V prihodnje bi lahko izboljšali poskuse s kokulturami tako, da bi 
natančno identificirali prisotne bakterije in ustrezno optimizirali rastne pogoje v poskusih. 
Preliminarni poskusi z algo C. vulgaris v kokulturi z bakterijami iz aktivnega blata 
Rezultati preliminarnih poskusov z algami in bakterijami iz AB v kokulturi so bili podlaga 
za zasnovo poskusa s kokulturami v prisotnosti BPs. Želeli smo pridobiti rastne krivulje za 
algo C. vulgaris in določiti tisto razmerje med številom celic alg in bakterij v kokulturi, pri 
katerem C. vulgaris najhitreje raste oz. tvori večjo biomaso, kot če raste v monokulturi. 
Poskusna razmerja med številom celic alg in bakterij smo določili na podlagi pregleda študij, 
v katerih so se že ukvarjali s podobno tematiko (npr. Ji et al., 2018; Mujtaba, Lee, et al., 
2017; Ma et al., 2014, Liang et al., 2013, Su et al., 2012). Zanimivo je, da se rezultati prvega 
in drugega preliminarnega poskusa razlikujejo. Če izključimo kontrole in primerjamo le rast 
alg v kokulturah, je bilo v prvem preliminarnem poskusu za rast alge C. vulgaris v kokulturi 
najbolj ugodno razmerje med številom celic alg in bakterij 1:3. Ji in sodelavci (2018) so v 
svoji študiji prav tako dosegli najboljšo rast alg C. vulgaris pri razmerju 1:3. V drugem 
preliminarnem poskusu so si bile kokulture v mediju z 1 g/L glukoze glede na koncentracije 
klorofila a podobne, kljub temu pa je bila koncentracija klorofila a na 5. dan poskusa rahlo 
višja v kokulturi z razmerjem med algami in bakterijami 3:1 glede na ostala razmerja. To je 
lahko naključje ali napaka pri meritvi, saj je koncentracija klorofila a pri razmerju 3:1 od 
dneva 5 naprej padala in na dan 11 dosegla nižjo koncentracijo (4,62 µg/mL) kot pri 
razmerjih 1:1 (4,84 µg/mL) in 1:3 (6,52 µg/mL). V mediju z 0,5 g/L glukoze je razmerje 3:1 
izstopalo v koncentraciji klorofila a (višje vrednosti glede na razmerji 1:1 in 1:3), kar lahko 
pomeni, da je bilo to razmerje najbolj ugodno za rast alg. V prvem preliminarnem poskusu 
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je bilo razmerje 3:1 med najmanj uspešnimi z vidika tvorbe klorofila a (najvišja vrednost je 
bila 5,36 µg/mL na 5. dan poskusa), razmerje 1:3 pa med najbolj uspešnimi (koncentracija 
klorofila a na 5. dan poskusa je znašala 11,04 µg/mL). V drugem preliminarnem poskusu 
smo dobili skoraj nasprotno situacijo. Koncentracija klorofila a je v kokulturi z razmerjem 
med algami in bakterijami 1:3 pri koncentraciji glukoze 1 g/L na 5. dan dosegla vrednost 
5,24 µg/mL oz. 4,21 µg/mL pri koncentraciji glukoze 0,5 g/L. Pri razmerju 3:1 je 
koncentracija klorofila a v drugem preliminarnem poskusu znašala 6,02 µg/mL (1 g/L 
glukoze, 5. dan) oz. 6,97 µg/mL (0,5 g/L glukoze, 5. dan). Razlog za različne rezultate so 
lahko spremembe v sestavi bakterijske združbe, ki smo jo uporabljali v poskusih. Pri prvem 
preliminarnem poskusu sta bakterijsko združbo sestavljali dve vrsti bakterij, saj sta na 
gojišču porastla dva tipa kolonij (belkaste barve, različne velikosti). Ko smo vzorec 
bakterijske kulture nanesli na gojišče pri drugem preliminarnem poskusu, je na njem porastla 
le še ena vrsta kolonij, kar pomeni, da je ena vrsta bakterij prevladala nad drugimi in bila 
lahko bolj invazivna tudi v kokulturah z algami. Tudi Müller in sodelavci (2015) so 
ugotovili, da si lahko soobstoječe bakterije predstavljajo stres, posledično lahko ena vrsta 
bakterij spremeni morfologijo celic in prične proizvajati toksine proti drugi vrsti bakterij. To 
predvidevanje lahko dodatno utemeljimo s primerjavo krivulj spreminjanja koncentracije 
klorofila a v kontrolah z miksotrofnimi algami (alge v BBM z 1 g/L glukoze; Sliki 25 in 26) 
v obeh preliminarnih poskusih. Pri kontrolah z algami smo za razliko od kokultur dosegli 
ponovljivost rezultatov obeh preliminarnih poskusov. V kontroli z algami ni bilo bakterij, 
zato morebitne spremembe v bakterijski združbi niso mogle vplivati na rast alg. Posledično 
smo za kontrole z algami lahko dosegli ponovljiv rezultat v obeh preliminarnih poskusih. 
Spremembe v sestavi bakterijske združbe so zato najverjetnejši razlog, da v kokulturah 
nismo dosegli ponovljivosti rezultatov. Za poskus s kokulturami v prisotnosti BPs smo na 
podlagi pridobljenih rezultatov in navedenih argumentov izbrali razmerje med številom celic 
alg in bakterij 3:1. Glede na morebitne spremembe v bakterijski združbi smo ocenili, da so 
rezultati drugega preliminarnega poskusa bolj relevantni za zasnovo poskusa z BPs, poleg 
tega pa smo z izborom razmerja 3:1 najbolje zajeli lastnosti združbe celic v kokulturi. 
Rezultati glede uspešnosti rasti alg v kokulturah z bakterijami se prav tako razlikujejo v 
študijah, kjer so se že ukvarjali s preučevanjem kokultur z različnimi razmerji med celicami 
alg in bakterij. Liang in sodelavci (2013) so ugotovili, da B. licheniformis spodbuja rast alg 
C. vulgaris pri razmerju 1:1 (alge : bakterije), saj je v tem primeru koncentracija klorofila a 
najhitreje naraščala. Mujtaba in Lee (2017) sta ugotovila, da lahko AB inhibitorno deluje na 
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alge, kadar je koncentracija bakterij v njem občutno višja glede na koncentracijo alg. Za rast 
celic C. vulgaris in odstranjevanje hranil je bilo optimalno razmerje med algami in 
bakterijami 2:1. Ma in sodelavci (2014) so prišli do podobnih rezultatov, in sicer, da pri 
premajhni koncentraciji alg glede na koncentracijo bakterij v sistemu lahko pride do razcveta 
bakterij in propada alg. Su in sodelavci (2012) so z gensko analizo ugotovili, da se 
bakterijske združbe spreminjajo pri inokulaciji alg in blata v različnih razmerjih, nekatere 
specifične vrste bakterij so se med poskusom obogatile. Glede na koncentracije klorofila a 
v preliminarnih poskusih te raziskave so mikroalge hitreje rastle v kontroli z miksotrofnimi 
pogoji kot v kokulturah in kontroli z avtotrofnimi pogoji. V kokulturah z razmerjem med 
algami in bakterijami 1:3 in 1:2 je koncentracija klorofila a hitreje naraščala kot v kontroli z 
algami v avtotrofnih pogojih (Slika 25), vendar ne moremo trditi, da je kokultura z 
bakterijami v tem primeru pozitivno vplivala na rast alg v primerjavi z rastjo v avtotrofnih 
pogojih. Če primerjamo krivulji spreminjanja koncentracije klorofila a med monokulturo alg 
v miksotrofnih pogojih in monokulturo alg v avtotrofnih pogojih (Slika 31), vidimo, da so v 
miksotrofnih pogojih rastle bolje zaradi glukoze v mediju. V kokulturah je zaradi prisotnosti 
bakterij prišlo do kompeticije za glukozo (manj glukoze za alge), posledično pa so alge 
počasneje rastle kot v monokulturi v miksotrofnih pogojih. Če bi enako dobro rastle tudi v 
kokulturah, bi lahko rekli, da je na to vplivala prisotnost bakterij, vendar temu ni bilo tako. 
Glukoza je tako najverjetneje edini razlog, da so alge v kokulturi z razmerjem med algami 
in bakterijami 1:2 in 1:3 (Slika 25) rastle hitreje kot alge v monokulturi v avtotrofnih pogojih.  
Rast  alge C. vulgaris v prisotnosti bisfenolov 
Če primerjamo rast alge C. vulgaris v poskusu odstranjevanja BPs z monokulturo in 
kokulturo, vidimo, da so mikroalge tekom drugega poskusa (Slika 29) v vseh poskusnih 
mešanicah rastle hitreje in dosegle višjo koncentracijo celic kot v prvem poskusu (Slika 20). 
Enako velja za koncentracije klorofila a (Slika 22 in 30). Glavni razlog za to so verjetno 
rastni pogoji za C. vulgaris v drugem poskusu z BPs, saj so imele mikroalge zaradi dodane 
glukoze v BBM miksotrofni metabolizem. Kong in sodelavci (2019) so prišli do podobnih 
rezultatov, ko so preučevali rast alg C. vulgaris in učinkovitost odstranjevanja fenola ob 
dodatku glukoze (0, 2, 5 in 10 g/L) v medij. Biomasa je naraščala z naraščanjem 
koncentracije glukoze. V kontrolah brez fenola je glukoza spodbudila rast mikroalg glede na 
rast v avtotrofni kontroli (Kong et al., 2019). Tudi Heredia-Arroyo in sodelavci (2011) 
poročajo, da kultivacija C. vulgaris v miksotrofnih pogojih izboljša proizvodnjo biomase 
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glede na kultivacijo v avtotrofnih pogojih, kar se je zgodilo v tej raziskavi. Miksotrofni 
pogoji lahko ublažijo toksične učinke fenolov na C. vulgaris v primerjavi z avtotrofnimi 
rastnimi pogoji (Megharaj et al., 1992), kar navajajo tudi Kong in sodelavci (2019). 
Ugotovili so, da se je specifična stopnja rasti C. vulgaris v avtotrofnih pogojih zmanjšala, 
ko je koncentracija fenolov naraščala od 100 do 400 mg/L, medtem ko v miksotrofnih 
pogojih koncentracije fenolov od 0 do 300 mg/L niso povzročile občutnih razlik v stopnji 
rasti C. vulgaris. Miksotrofni pogoji lahko stimulirajo rast mikroalg in zmanjšajo njihovo 
občutljivost na toksične učinke fenolov (Kong et al., 2019). V tej raziskavi dodana glukoza 
najverjetneje ni povzročila manjše občutljivosti mikroalg na toksične učinke BPs, saj BPs 
tako pri mikroalgah v avtotrofnih pogojih (prvi poskus z BPs - Slika 21) kot tudi v 
miksotrofnih pogojih (drugi poskus z BPs - Slika 29) niso povzročili inhibicije rasti. Glukoza 
je torej le povečala hitrost rasti C.vulgaris in s tem koncentracijo algnih celic.  
Gao in sodelavci (2011) poročajo, da je nonilfenol (NP) pri koncentraciji 1 mg/L povzročil 
upad koncentracije klorofila a pri C. vulgaris, vendar so si alge opomogle in po 4 dneh 
dosegle enako koncentracijo klorofila a, kakršna je bila v kontroli brez NP. Kong in 
sodelavci (2019) so ugotovili, da se je z naraščanjem koncentracije fenola (300 in 400 mg/L) 
v mediju podaljšala faza lag rasti C. vulgaris in čas, v katerem so alge dosegle stabilno fazo 
(Kong et al., 2019). Ji in sodelavci (2014) so prišli do podobne ugotovitve pri koncentraciji 
BPA 20 mg/L. V tej raziskavi je bil odziv alg na prisotnost BPs pozitiven, vendar je to 
najverjetneje posledica nižje koncentracije BPs v primerjavi s koncentracijami NP, fenola in 
BPA v omenjenih študijah. Prisotnost BPs ni povzročila sprememb v trendu naraščanja 
klorofila a in števila celic C. vulgaris (naraščanje/padanje koncentracij klorofila a se pojavlja 
ob približno enakem času ne glede na prisotnost BPs). Koncentracija klorofila a je v obeh 
poskusih z BPs najhitreje naraščala do 3. dneva poskusa, v čemer se rezultati te raziskave 
razlikujejo od ugotovitev Gao in sodelavcev (2011), ki poročajo o počasnejšem naraščanju 
koncentracije klorofila a v prisotnosti NP do 4. dne poskusa. Rezultati te raziskave so skladni 
z ugotovitvami Ji in sodelavcev (2014), ki navajajo, da BPA pri koncentracijah nižjih od 10 
mg/L nima pomembnega vpliva na rast C. vulgaris. Ugotovitev te raziskave, da BPs niso 
povzročili inhibicije rasti C. vulgaris, je relevantna, saj smo v poskusih uporabili 
koncentracije BPs, ki se dejansko pojavljajo v OV.  
Razlog za hitrejšo rast mikroalg v poskusu odstranjevanja BPs s kokulturo so lahko tudi 
spremembe le-teh v času gojenja. Alge smo gojili v več erlenmajericah in že na videz opazili, 
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da ne rastejo vedno enako. Pojavljale so se razlike v intenziteti zelene obarvanosti BBM 
(posledica tvorbe klorofila a), včasih smo opazili skupke celic mikroalg. Za poskuse smo 
alge vedno prenesli iz tiste erlenmajerice, kjer je bila intenziteta zelene barve največja in kjer 
je bilo skupkov najmanj ali jih sploh ni bilo, saj smo sklepali, da so alge v tem primeru 
najbolj vitalne. Možno je, da je na vitalnost gojenih mikroalg vplivala količina svetlobe, ki 
so jo prejele celice. Na stresalniku je bilo več erlenmajeric za gojenje, postavitev vsake pa 
je vpliva na količino prejete svetlobe. Intenziteta svetlobe ni bila enaka na vseh točkah na 
stresalniku, kar je posledica razporeditve luči, medsebojnega senčenja erlenmajeric in 
senčenja zaradi rasti alg (višja kot je bila koncentracija alg, težje je svetloba dosegla vse 
celice enako). Gonçalves in sodelavci (2017) navajajo, da na rast mikroalg vplivata kakovost 
in količina svetlobe, pri čemer lahko visoke vrednosti svetlobnega sevanja povzročijo 
poškodbo receptorjev za fotosintezo, kar povzroči inhibicijo fotosinteze in rasti alg. Po drugi 
strani prenizka intenziteta svetlobe povzroči počasnejšo rast mikroalg (Difusa et al., 2015). 
O tem poročajo tudi Khalili in sodelavci (2015), ki so v študiji raziskovali učinke različnih 
valovnih dolžin in intenzitet svetlobe (50, 80, in 110 µmol/m2/s) na rast alg C. vulgaris v 
času 8-dnevne inkubacije. Ugotovili so, da je za rast te mikroalge najbolj optimalna topla 
bela svetloba (380~760 nm) z intenziteto 80 µmol/m2/s. Intenziteta svetlobe 50 µmol/m2/s 
je bila prenizka za podporo rasti C. vulgaris (počasna rast), pri 110 µmol/m2/s pa je prišlo 
do fotoinhibicije (do 5. dneva poskusa je bila rast mikroalg minimalna) (Khalili et al., 2015). 
Do enakih ugotovitev so prišli tudi Zhao in sodelavci (2013). V tej raziskavi je intenziteta 
svetlobe pri gojenju alg v preliminarnih poskusih in v poskusu odstranjevanja BPs s 
kokulturo znašala 46,97 µmol/m2/s, v poskusu odstranjevanja BPs z monokulturo alg pa 
32,28 µmol/m2/s. Glede na prej omenjeni raziskavi lahko potrdimo sklepanje, da je na rast 
in vitalnost alg v poskusih vplivala tudi nizka intenziteta svetlobe. V poskusu odstranjevanja 
BPs s kokulturo je bila intenziteta svetlobe višja (46,97 µmol/m2/s) kot v poskusu 
odstranjevanja BPs z monokulturo (32,28 µmol/m2/s). To je lahko poleg glukoze v mediju 
dodaten dejavnik, ki je vplival na hitrejšo rast alg C. vulgaris v poskusu s kokulturo in BPs 
v primerjavi z rastjo mikroalg v poskusu z monokulturo in BPs.  
Učinkovitost odstranjevanja bisfenolov 
Analiza odstranjevanja BPs iz vodnega medija je pokazala povezavo med učinkovitostjo 
odstranjevanja BPs in njihovo vrednostjo log Kow (Slika 32).  Iz vodne faze so se v največji 
meri odstranili BPs z največjimi vrednostmi log Kow (> 4,86), ki imajo hidrofobno naravo. 
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Slednji imajo manjšo afiniteto do vode in so verjetno lažje prehajali v/na celice mikroalg kot 
manj hidrofobni BPs, ki so verjetno v večji meri ostali v vodni fazi. ARSO (2016) navaja, 
da so snovi, ki imajo vrednosti log Kow manjše ali enake 3, lahko prisotne ali topne v vodi, 
medtem ko je za snovi, ki imajo vrednosti log Kow večje ali enake 4, bolj značilna vezava na 
sediment in bioakumulacija v organizmih. Xiong in sodelavci (2017) so ugotovili, da celična 
stena mikroalg zaradi elektrostatskih interakcij aktivno privlači hidrofobna onesnaževala 
(angl. emerging contaminants – ECs), medtem ko hidrofilna onesnaževala odbija. Hidrofilne 
snovi so negativno nabite in imajo nižjo afiniteto za bioadsorbcijo na celice mikroalg, saj so 
le-te prav tako negativno nabite. Za lipofilne snovi velja ravno nasprotno (Peng et al., 2014). 
Onesnaževala se lahko adsorbirajo tudi na organske snovi (npr. zunajcelične polisaharide – 
EPS), ki jih izločajo celice mikroalg (Saavedra et al., 2018; Kaplan, 2013). Mohapatra in 
sodelavci (2011) so ugotovili, da je višja koncentracija BPA v primarnem blatu posledica 
višje koncentracije trdnih delcev v primarnem blatu, saj se BPA zaradi visoke vrednosti log 
Kow in hidrofobne narave adsorbira na trdne delce. Adsorbcija organskih snovi z višjimi 
vrednostmi log Kow na trdne delce je eden najpomembnejših mehanizmov odstranjevanja teh 
snovi med primarnim čiščenjem odpadne vode (Mohapatra et al., 2011). V tej raziskavi je 
lahko k odstranjevanju BPs poleg adsorbcije na celice C. vulgaris prispevala tudi absorpcija 
v celice. Učinkovitost absorpcije je prav tako odvisna od lastnosti posameznih BPs. 
Sutherland in Ralph (2019) v pregledni študiji navajata, da je celična membrana mikroalg 
hidrofobna, zato imajo ECs z nizko molekulsko maso in snovi, ki so topne v maščobah, 
potencial za difuzijo skozi celično membrano. Polarne molekule, molekule z visoko 
molekulsko maso in ioni ne morejo pasivno prehajati skozi celično membrano (Sutherland 
in Ralph, 2019). S tem si lahko ponovno razlagamo razlike v učinkovitosti odstranjevanja 
BPs v odvisnosti od log Kow v tej raziskavi. BPs z višjimi vrednostmi log Kow so verjetno 
lažje prehajali skozi celično membrano C. vulgaris kot BPs z nižjimi vrednostmi log Kow.  
Učinkovitost odstranjevanja je bila najmanjša pri BPS in BPAF (med 5 in 30 %), pri vseh 
ostalih BPs je učinkovitost odstranjevanja presegala 30 % pri vsaj eni od oblik kultivacije 
C. vulgaris. Ji in sodelavci (2014) navajajo 38 % učinkovitost odstranjevanja BPA z začetno 
koncentracijo 1 mg/L s C. vulgaris, kar je primerljivo z učinkovitostjo odstranjevanja 
2,2'BPF, 2,4'BPF, BPE in BPC2 v tej raziskavi. Slednji imajo podobne vrednosti log Kow 
(3,06 – 3,75) kot BPA (3,32), kar je lahko razlog za primerljiv rezultat. Kljub temu 
neposredna primerjava ni mogoča zaradi razlik v začetni koncentraciji BPs. Gao in sodelavci 
(2011) so ugotovili, da so alge C. vulgaris po 7 dneh poskusa iz medija odstranile NP z 
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začetno koncentracijo 1 mg/L z 99 % učinkovitostjo. Tako visoko učinkovitost 
odstranjevanja smo v tej raziskavi dosegli za BP26DM, BPM, BPP in BPPH. Ti BPs imajo 
tako kot NP vrednosti log Kow večje od 5 (hidrofobna narava), kar je lahko razlog za 
primerljivo učinkovitost odstranjevanja s C. vulgaris. Gao in sodelavci (2011) navajajo, da 
je v začetni fazi poskusa (prvih 12 ur) k odstranjevanju NP največ prispevala adsorbcija na 
celice mikroalg in absorpcija v celice. Prišlo je do biokoncentracije NP v celicah C. vulgaris. 
Po 12 urah se je vsebnost NP v algni biomasi zmanjševala zaradi biorazgradnje in povečanja 
biomase (Gao et al., 2011). Na podlagi nekaterih podobnih fizikalno-kemijskih lastnosti med 
NP in BP26DM, BPM, BPP in BPPH lahko sklepamo, da se je tekom te raziskave dogajalo 
podobno kot v študiji Gao in sodelavcev (2011). Poleg tega Sharma in sodelavci (2018) 
poročajo, da imata BPPH in BPM visoko tendenco za absorpcijo v tkiva. Predvidevamo, da 
sta se lahko BPPH in BPM tudi v tej raziskavi v veliki meri absorbirala v algne celice in se 
posledično skoraj v celoti odstranila iz vodnega medija. V magistrskem delu sicer nismo 
preučevali poti razgradnje BPs, zato to ostaja odprto za nadaljnje raziskovanje.  
Statistično značilne razlike v učinkovitosti odstranjevanja BPs med različnimi načini 
kultivacije C. vulgaris smo med skupno 17 BPs v poskusu opazili pri 9 BPs. Pri teh je bil z 
vidika učinkovitosti odstranjevanja BPs v večini primerov najboljši način kultivacije 
mikroalg v miksotrofnih pogojih, sledila je rast v kokulturi z bakterijami iz AB in nato rast 
v avtotrofnih pogojih. To je najverjetneje povezano s hitrostjo rasti alg, ki je bila prav tako 
največja v miksotrofnih pogojih, nato v kokulturi in nazadnje v avtotrofnih pogojih 
(Slika 31). Loh in Tan (2000) poročata podobno. V študiji sta ugotovila, da se je stopnja 
odstranjevanja fenola s Pseudomonas putida povečala ob dodatku glukoze s koncentracijo 
pod 1 g/L. Kot razlog navajata proizvodnjo večje mase celic, kar je spodbudilo 
odstranjevanje fenola (Loh in Tan, 2000). Kong in sodelavci (2019) so pri odstranjevanju 
fenola (100, 200, 300 in 400 mg/L) s C. vulgaris v različnih trofičnih oblikah (avtotrofne ali 
miksotrofne alge z dodatki 2, 5 in 10 g/L glukoze) dosegli učinkovitost odstranjevanja med 
15 in 30 %. Najboljši način kultivacije alg z vidika učinkovitosti odstranjevanja fenola je 
bila kultivacija v miksotrofnih pogojih z 10 g/L glukoze, najslabšo učinkovitost 
odstranjevanja pa so dosegli z algami v miksotrofnih pogojih z 2 g/L glukoze. V abiotski 
kontroli je bila učinkovitost odstranjevanja fenola manjša od 1 % (zanemarljiv učinek 
hlapenja in fotorazgradnje fenola) (Kong et al., 2019). Tudi Gao in sodelavci (2011) 
poročajo, da je bil učinek odstranjevanja NP z začetno koncentracijo 1 mg/L v abiotski 
kontroli zanemarljiv.  
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Razlog, da smo v povprečju dosegli večjo učinkovitost odstranjevanja BPs v poskusu s 
kokulturo in miksotrofno C. vulgaris kot v poskusu odstranjevanja BPs z avtotrofnimi 
algami, je lahko tudi v intenziteti svetlobe. V poskusu z avtotrofnimi algami je bila 
intenziteta svetlobe nižja (32,28 µmol/m2/s) kot v poskusu z miksotrofnimi algami in 
kokulturo (46,97 µmol/m2/s), kar je lahko vplivalo na rast in metabolično aktivnost algnih 
celic (Gao et al., 2011). Nižja koncentracija algnih celic pomeni manj razpoložljive površine 
za adsorbcijo BPs, manjša metabolična aktivnost pa zmanjšanje biorazgradnje BPs. Ravno 
biorazgradnja je po navedbah Eio in sodelavcev (2015) največ prispevala k odstranjevanju 
BPA s C. sorokiniana. 
C. vulgaris v kokulturi z bakterijami iz algnega bazena 
Rezultati poskusa s C. vulgaris v kokulturi z oranžnimi bakterijami so pokazali, da alge niso 
vplivale na trend spreminjanja koncentracije bakterijskih celic in hkrati tudi bakterije niso 
vplivale na trend spreminjanja koncentracije klorofila a. Prisotnost bakterij v tem primeru ni 
povzročila hitrejše rasti alg ali njene inhibicije. Slednje je relevanten podatek, saj bi pri 
čiščenju OV z algnimi bazeni težko zagotavljali, da bi bile v bazenih prisotne samo alge.  
Rezultati poskusa s C. vulgaris v kokulturi z rdečimi bakterijami so pokazali, da nismo imeli 
aksenih alg, saj so na gojiščih z vzorci iz kokultur poleg rdečih kolonij zrastle tudi bele 
kolonije, ki so izvirale iz gojenih algnih kultur. To lahko potrdimo s tem, da so na gojišču, 
na katerega smo nacepili vzorec gojenih alg, zrastle bele kolonije. Na gojišču z vzorcem iz 
kontrole z bakterijami so vsakič zrastle samo rdeče kolonije, kar pomeni, da je izvorna rdeča 
bakterijska kultura ostala čista tekom celotnega poskusa. Poleg tega so bili vzorci v 
erlenmajericah s kokulturami motno zeleno obarvani, vzorec v kontroli z bakterijami pa je 
bil tekom celotnega poskusa izrazito rdeče obarvan. Na gojiščih z vzorci iz kokultur je bilo 
število rdečih kolonij na 5. dan poskusa izrazito manjše od števila rdečih kolonij na gojišču 
z vzorcem iz kontrolne erlenmajerice z bakterijami. V kokulturah se je število belih bakterij 
skozi čas povečevalo, kar je verjetno povzročilo propad rdečih bakterij. Do propada rdečih 
bakterij je morda prišlo tudi zaradi naraščanja pH vrednosti, koncentracije raztopljenega 
kisika in temperature medija v erlenmajericah s kokulturami kot posledica fotosintetske 
aktivnosti alg. Tekom poskusa nismo uravnavali omenjenih parametrov, kar lahko škodljivo 
vpliva na določene bakterije. O tem poročajo tudi Oswald (2003) in Schumacher s sodelavci 
(2003). Morda je to razlog, da so koncentracije rdečih bakterij v kokulturah tekom poskusa 
ostale na dokaj nizki ravni v primerjavi s koncentracijo v kontroli. Bakterije z belimi 
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kolonijami so verjetno prilagojene na takšne vrednosti okoljskih parametrov, saj so izvirale 
iz erlenmajeric, v katerih smo gojili alge, zato njihova rast tekom poskusa ni bila ovirana.  
Kontaminacija kokultur z belimi bakterijami je bila v tem poskusu moteč dejavnik, zato 
počasnejše rasti C. vulgaris v kokulturah ne moremo pripisati vplivu rdečih bakterij.  
Z raziskavo v okviru magistrskega dela smo pridobili osnovne informacije o tem, kako se 
alge odzivajo na prisotnost BPs v rastnem mediju in v kolikšni meri se BPs odstranijo iz 
vodnega medija. Ugotovili smo zanimiv trend, ki kaže, da je učinkovitost odstranjevanja 
BPs iz vodnega medija najverjetneje povezana z vrednostmi logKow posameznih BPs. 
Rezultati učinkovitosti odstranjevanja BPs iz vodnega medija so relevantni predvsem zato, 
ker smo v poskusih uporabili koncentracije BPs, ki se pojavljajo v OV (tudi v Sloveniji). 
Prostor za izboljšave ostaja pri raziskovanju načinov razgradnje BPs z mikroalgami 
(adsorpcija, absorpcija, biorazgradnja), česar ta raziskava sicer ne obravnava, smo pa podali 
predvidevanja glede na izsledke tujih študij. Možnost izboljšave ostaja tudi pri raziskovanju 
rasti C. vulgaris v kokulturi z bakterijami, saj bi bilo v prihodnje smotrno natančno 
identificirati izolirane bakterije in jim prilagoditi rastne pogoje (medij za gojenje, čas in 
način vzdrževanja bakterijskih kultur, temperaturne režime), da bi bakterijske kulture 
ohranjali v čim boljši kondiciji za poskuse in tako izboljšali ponovljivost rezultatov. 
Omejitev te raziskave je tudi prostorska, saj smo se glede na prostor na stresalnikih in število 
razpoložljivih erlenmajeric v laboratoriju pred vsakim poskusom odločali, katere poskusne 
mešanice bomo vključili v poskuse in prilagajali število paralelk poskusnih mešanic. 
Vključili smo tiste, za katere smo ocenili, da so najpomembnejše za pridobivanje podatkov, 
ki nas zanimajo. V prihodnje bi bilo podobno raziskavo smotrno izvesti v večjem obsegu 





BPs, med katerimi je najbolj znan in raziskan BPA, so moderna mikroonesnaževala, ki se 
sproščajo v okolje zaradi široke proizvodnje, uporabe in razgradnje plastičnih materialov. 
BPs vzbujajo skrb zaradi vseprisotnosti v ekosistemih, kar predstavlja tveganje za okolje in 
zdravje človeka. Zdravstvena tveganja, povezana z BPs, so npr. motnje delovanja 
endokrinega sistema, oksidativni stres, kancerogenost, mutagenost, vpliv na delovanje 
imunskega sistema in motnje reprodukcije. Na ravni EU imamo zakonske ukrepe, namenjene 
omejevanju izpostavljenosti ljudi BPA, vendar tveganje za zdravje predstavljajo tudi drugi 
BPs, ki so zamenjali BPA v plastičnih proizvodih. BPs se sproščajo v OV, kjer so njihove 
koncentracije odvisne predvsem od dejavnosti na nekem območju (npr. tekstilna industrija) 
in tehnologije čiščenja OV (tip ČN). Za zmanjšanje emisij BPs v okolje je ključno učinkovito 
čiščenje OV. V kolikor ČN ne omogočajo odstranjevanja BPs iz OV (kot je tudi v Sloveniji), 
lahko iztoki iz ČN onesnažujejo vodne ekosisteme z BPs. Poleg tega so lahko 
konvencionalne biološke ČN energijsko potratne, zato se išče alternativne tehnologije, ki bi 
za svoje delovanje porabile manj energije in podpirale sonaravni trajnostni razvoj, hkrati pa 
imele sposobnost učinkovitega čiščenja OV, ki vsebuje moderna mikroonesnaževala, kot so 
BPs. AT (npr. algni bazeni) lahko za delovanje izkoriščajo sončno energijo, imajo dolge 
hidravlične zadrževalne čase in so zato učinkovite pri odstranjevanju organskih onesnaževal 
iz OV. Mikroalge zaradi fotosintetske aktivnosti v sistem prispevajo O2, zato mehansko 
prezračevanje bazena ni potrebno, kar prispeva k prihranku energije. AT sledijo principom 
krožnega gospodarstva tudi zaradi možnosti žetja algne biomase, proizvodnje biogoriva, in 
odstranjevanja hranil iz OV (uporaba prečiščenega iztoka vode za namakanje v kmetijstvu). 
Obstoječe študije poročajo o sposobnosti mikroalg, da iz OV odstranjujejo različna 
onesnaževala z akumulacijo v celice, adsorpcijo na celice in biorazgradnjo. Študije, ki 
poročajo o potencialu mikroalg za odstranjevanje BPs iz OV, obravnavajo vpliv različnih 
koncentracij BPA na rast mikroalg in učinkovitost odstranjevanja BPA iz vode z 
mikroalgami. Vpliv mešanice BPs na rast mikroalg in s tem na delovanje AT ni raziskan, 
zato je bila to osrednja tematika te raziskave.  
Mikroalge, ki jih pogosto uporabljajo za raziskovanje AT (tudi v povezavi z odstranjevanjem 
BPA iz OV) so Chlorelle sp., med katerimi je najbolj poznana C. vulgaris, ki smo jo 
uporabili tudi za izvedbo poskusov v okviru magistrskega dela. V raziskavi smo vzpostavili 
laboratorijske algne bioreaktorje in najprej ugotavljali, kako prisotnost BPs v vodnem 
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mediju vpliva na rast in tvorbo klorofila a pri C. vulgaris v primeru avtotrofnega 
metabolizma in kakšna je učinkovitost odstranjevanja BPs v tem primeru. Na naslednji 
stopnji raziskave smo vzpostavljali kokulture med C. vulgaris in bakterijami iz AB, da bi 
povečali biomaso alg, kar se v nekaterih primerih lahko zgodi zaradi ugodnih interakcij med 
mikroalgami in bakterijami (npr. preskrba s CO2, izločanje snovi, ki spodbujajo rast 
mikroalg). S tem smo se približali realnim pogojem pri čiščenju OV, kjer so poleg mikroalg 
prisotne tudi različne bakterije, hkrati pa smo s povečanjem algne biomase želeli doseči tudi 
večjo učinkovitost odstranjevanja BPs iz vodnega medija (več razpoložljivih celic za 
adsorbcijo, absorpcijo ali biorazgradnjo BPs, morebiten prispevek bakterij k odstranjevanju 
BPs). V kokulturah z bakterijami iz AB so imele C. vulgaris miksotrofni metabolizem, kar 
nam je omogočalo tudi primerjavo učinkovitosti odstranjevanja BPs glede na avtotrofni 
metabolizem C. vulgaris. Na zadnji stopnji raziskave smo kot dodaten poskus povečanja 
algne biomase vzpostavljali kokulture med C. vulgaris in bakterijami iz algnega bazena, ki 
so naravno prisotne v njem.  
Cilj raziskave je bil opredeliti, ali imajo AT potencial za čiščenje BPs iz vodnega medija. 
BPs v značilnih koncentracijah za KOV niso povzročili inhibicije rasti C. vulgaris, kar smo 
ugotovili s primerjavo spreminjanja koncentracije algnih celic in klorofila a v kontrolah brez 
BPs in v prisotnosti BPs. Trenda naraščanja števila algnih celic in koncentracije klorofila a 
sta bila podobna ne glede na prisotnost BPs. Ta rezultat je bistvenega pomena, saj kaže, da 
C. vulgaris praktično nemoteno raste v okolju z BPs oz. da BPs v koncentracijah, ki so 
značilne za OV, ne ogrozijo delovanja sistema zaradi inhibicije rasti alg. V nasprotnem 
primeru bi bila uporaba algnega bioreaktorja za čiščenje OV, ki vsebuje BPs, tvegana.  
Z vzpostavljanjem kokultur med C. vulgaris in bakterijami iz AB centralne ČN Ajdovščina 
nismo dosegli povečanja algne biomase. Klorofil a je v vseh primerih najhitreje naraščal in 
dosegel najvišje vrednosti v monokulturi alg z miksotrofnim metabolizmom. C. vulgaris je 
imela miksotrofni metabolizem zaradi dodane glukoze tudi v kokulturah z bakterijami, kar 
je najverjetneje edini razlog, da smo pri posameznih kokulturah dosegli višje koncentracije 
klorofila a v primerjavi z algami, ki so imele avtotrofni metabolizem. Da bi lahko višje 
koncentracije klorofila a v nekaterih kokulturah glede na koncentracije klorofila a pri 
C. vulgaris z avtotrofnim metabolizmom pripisali pozitivnemu vplivu bakterij iz AB in ne 
glukozi, bi morale alge v kokulturah rasti enako dobro, kot so rastle v monokulturi v 
miksotrofnih pogojih. V kokulturah se je pojavila kompeticija za glukozo, posledično pa so 
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alge rastle počasneje kot v monokulturi v miksotrofnih pogojih, kjer so imele alge na 
razpolago vso dodano glukozo. V kokulturah z bakterijami iz algnega bazena prav tako 
nismo dosegli povečanja algne biomase. V kokulturi z oranžnimi bakterijami je bila rast alg 
primerljiva z rastjo v kontroli brez bakterij, kar je relevanten podatek, saj bi v praksi težko 
zagotavljali monokulturo alg v algnih bazenih za čiščenje OV, zato je pomembno, da 
bakterije, ki so naravno prisotne v algnem bazenu, ne motijo rasti alg in s tem delovanja 
algnega bazena. Ta rezultat je sicer zadovoljiv, vendar smo pri poskusu s kokulturo z rdečimi 
bakterijami prišli do drugačnih rezultatov, saj so alge v tem primeru rastle počasneje (nižje 
koncentracije klorofila a) kot v kontroli. Ta del raziskave bi morali v prihodnosti še ponoviti, 
saj zaradi bakterij, ki so izvirale iz vzorcev gojenih alg (niso bile aksene), težko sklepamo, 
ali je bila počasnejša rast alg C. vulgaris posledica negativnega vpliva rdečih bakterij iz 
algnega bazena. Poleg tega bi lahko potek poskusa izboljšali z rednim uravnavanjem pH 
medija, saj pH vrednost vpliva na rast alg in bakterij. V prihodnosti bi bilo zanimivo 
spremljati tudi koncentracije klorofila a pri C. vulgaris, ki naravno raste v algnem bazenu 
skupaj  z vsemi vrstami bakterij, ki smo jih izolirali za potrebe laboratorijskih poskusov. 
Tako bi ugotovili, ali se rast alg C. vulgaris v naravi zaradi prisotnosti več različnih bakterij 
razlikuje od rasti v laboratoriju, kjer smo vzpostavljali kokulture z eno vrsto bakterij 
naenkrat, C. vulgaris pa nam je zagotovilo podjetje ALGEN d.o.o.  
Statistično značilne razlike v učinkovitosti odstranjevanja BPs med različnimi načini 
kultivacije C. vulgaris (monokultura v avtotrofnem in miksotrofnem metabolizmu, 
kokultura z bakterijami iz AB) se niso pokazale pri vseh BPs, ki smo jih uporabili v poskusih. 
V primerih, kjer lahko govorimo o statistično značilnih razlikah, je bil z vidika učinkovitosti 
odstranjevanja BPs najboljši način gojenja C. vulgaris v monokulturi z miksotrofnim 
metabolizmom in ne v kokulturi z bakterijami iz AB, kot smo predvidevali na začetku 
raziskave. Sklepamo, da je to povezano z rastjo alg, ki je bila glede na koncentracije 
klorofila a prav tako najhitrejša v monokulturi z miksotrofnim metabolizmom. Zaradi 
večjega števila algnih celic je bilo v vodnem mediju več razpoložljive površine za morebitno 
adsorbcijo BPs na celice, absorpcijo v celice ali biorazgradnjo. Iz pridobljenih rezultatov je 
razvidno, da je bila učinkovitost odstranjevanja BPs bolj kot z načinom gojenja alg povezana 
z vrednostjo logKow posameznih BPs. Tisti z višjimi vrednostmi log Kow (in tako bolj izrazito 
hidrofobno naravo) so se v večji meri (ali skoraj  v celoti) odstranili iz vodnega medija, kar 
je najverjetneje povezano z njihovo večjo tendenco za absorpcijo v celice mikroalg v 
primerjavi z BPs, ki so manj hidrofobni. V prihodnje bi bilo zato zanimivo raziskati, kolikšen 
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del posameznih BPs se akumulira v celicah mikroalg in morda tudi nadalje biorazgradi. S 
tem bi pridobili tudi podatek o tem, kolikšen delež skupno odstranjenega BP-ja lahko 
pripišemo bioakumulaciji/absorpciji v celice in kolikšen delež adsorpciji in biorazgradnji. 
Neposredna primerjava učinkovitosti odstranjevanja BPs iz vodnega medija s C. vulgaris v 
tej raziskavi in učinkovitosti odstranjevanja BPA in podobnih onesnaževal (npr. fenoli) v 
tujih raziskavah je nekoliko otežena, saj so v pregledanih študijah za poskuse uporabljali 
višje koncentracije onesnaževal (v mg/L) kot v tej raziskavi (1 µg/L). Kljub temu so 
pridobljeni rezultati relevantni, saj smo se z izbiro koncentracije BPs 1 µg/L približali realni 
koncentraciji BPs v KOV. Realnim pogojem v OV smo se približali tudi s tem, da smo 
spremljali rast alg C. vulgaris in učinkovitost odstranjevanja BPs v mešanici več različnih 
BPs, kar bi lahko zaradi morebitnega sinergističnega učinka predstavljalo dodatno 
obremenitev za alge. Rezultati so v tem pogledu optimistični, saj tudi v OV alge ne bi bile 
izpostavljene le eni snovi.  
Potek raziskave v okviru magistrskega dela smo sproti prilagajali glede na pridobljene 
rezultate pri posameznem poskusu. Preden smo prišli do rezultatov v povezavi z 
raziskovalnim problemom, smo večkrat ugotovili, da se prvotna pričakovanja o poteku dela 
lahko razlikujejo od dejanske situacije, ki se pokaže pri laboratorijskem delu. Spoznali smo, 
da je lahko standardizacija postopkov in s tem ponovljivost rezultatov pri delu z 
mikroorganizmi iz okoljskih vzorcev otežena. Največji izziv je pri laboratorijskem delu 
predstavljalo sprotno učenje iz napak in načrtovanje naslednjih poskusov (izbira metode 
dela, pogoji za poskus, način dela, izbor gojišč ipd.), saj smo morali vsakič upoštevati tudi 
časovne in prostorske omejitve ter omejitve v zvezi z razpoložljivo laboratorijsko opremo. 
To predstavlja šibko točko magistrskega dela, saj smo lahko zagotovili le minimalno število 
paralelk posamezne poskusne mešanice in kontrol ter število ponovitev poskusov. 
Pomembna ugotovitev za načrtovanje praktičnega dela raziskav v prihodnosti je ta, da 
teoretično najbolj primerna (natančna) metoda dela ni nujno optimalna za delo v vseh 
okoliščinah. To se je v tej raziskavi izkazalo pri določanju umeritvenih krivulj za bakterije 
iz AB centralne ČN Ajdovščina in za bakterije iz algnega bazena. V teoriji je z 
mikrobiološkega vidika metoda določanja umeritvene krivulje s štetjem bakterijskih kolonij 
na gojiščih pri različnih redčitvah vzorcev ustreznejša kot štetje bakterijskih celic pod 
svetlobnim mikroskopom. V praksi se je izkazalo, da je bolje preveriti različne pristope in 
zaupati tistemu, s katerim lahko v danih pogojih pridobimo bolj natančne rezultate. 
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